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1. Einleitung 
 1
1 EINLEITUNG   
In der vorliegenden Arbeit wurden Methoden zur Gewinnung von T-
Lymphozyten mit einem selektiv eingeschränkten Alloreaktionspotential 
entwickelt, die im Kontext der hämatopoetischen Stammzelltransplantation 
eingesetzt werden können. Als alloreaktiv (allo=fremd) bezeichnet man T-
Zellen, die in der Lage sind, fremde Zellen zu erkennen und immunologische 
Abwehrreaktionen zu induzieren.  
1.1  Allogene Stammzelltransplantation 
Die hämatopoetische Stammzelltransplantation (hematopoietic stem-cell-
transplantation, HSCT) erlaubt es, das gesamte blutbildende System dauerhaft 
durch Zellen eines gesunden Spenders zu ersetzen. Die HSCT ist ein 
etabliertes und häufig das einzig verfügbare kurative Therapieverfahren zur 
Behandlung  zahlreicher immunologischer, hämatologischer und onkologischer 
Erkrankungen (Kernan et al. 1993, Gluckman 1996, Hansen et al. 2001, 
Tabbara et al. 2003, Aversa et al. 2004).  
Je nach Spender werden unterschiedliche Modalitäten unterschieden: bei der 
autologen HSCT stammen die Stammzellen vom Empfänger selbst, bei der 
allogenen HSCT werden dem Empfänger Stammzellen einer genetisch nicht 
identischen Person übertragen.  
In den meisten Fällen müssen im Vorfeld einer HSCT hämatopoetische Zellen 
des Empfängers durch eine Hochdosischemo- oder kombinierte 
Radiochemotherapie eliminiert werden, ein Verfahren, welches als 
„Konditionierung“ bezeichnet wird. Durch deren myeloablative Wirkung werden 
die räumlichen Voraussetzungen für die Ansiedlung (engraftment) des 
Transplantates in Nischen des Knochenmarkes geschaffen. Darüberhinaus 
müssen durch die Konditionierung residuale Tumor/Leukämie- bzw. nicht 
funktionale Zellen des hämatopoetischen System zerstört werden. Ein weiteres 
Ziel der Konditionierung ist die Ausschaltung der körpereigenen Immunabwehr 
des Empfängers, um Abstoßungsreaktionen zu verhindern. Außer der Gefahr 
einer Transplantatabstoßung durch T-Zellen des Empfängers besteht bei der 
allogenen HSCT die Möglichkeit einer in umgekehrter Richtung ablaufenden 
Reaktion: im Transplantat (Graft) enthaltene, reife T-Zellen des Spenders 
können gegen die fremden Zellen des Empfängers (Host) reagieren, man 
spricht von einer Graft-versus-Host (GvH)-Reaktion.  
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Indikationen der HSCT sind maligne Erkrankungen des blutbildenden Systems 
wie myeloische und lymphatische Leukämien, myelodysplastische Syndrome 
und maligne Lymphome. Bei den nichtmalignen Erkrankungen stehen 
hereditäre Defekte im Vordergrund, wie primäre Immundefekte, z.B. schwere 
kombinierte Immundefekte (SCID) und das Wiskott-Aldrich-Syndrom, 
hämatologische Erkrankungen wie z.B. Hämoglobinopathien (ß-Thalassämia 
major), schwere Formen der Sichelzellanämien, Fanconi-Anämien, 
Osteopetrose sowie erworbene Erkrankungen wie die aplastische Anämie. 
(O´Reilly et al. 1994, Bertrand et al. 2002, Friedrich und Müller 2004, Lucarelli 
et al. 1997, Sevilla et al. 2005, Raphael 2005, Di Bartolomeo et al. 1992, Or et 
al. 2004, Sorell et al. 1981, Schulz et al. 2002, Storb et al. 1974, Jaime-Perez et 
al. 2005). 
Bei malignen Erkrankungen erfolgt eine HSCT in der Regel erst bei Rezidiven 
oder bei hohem Rezidivrisiko und damit sehr schlechter Prognose. Dagegen ist 
die allogene HSCT bei vielen nicht malignen Erkrankungen die einzige kurative 
Therapiemöglichkeit. 
1.1.1 Gewinnung hämatopoetischer Stammzellen   
Dem Prinzip der HSCT beruht darauf,  dass pluripotente Blut-Stammzellen in 
der Lage sind, in alle Zellen des hämatopoetischen Systems 
auszudifferenzieren.  Die Übertragung kann daher zum Aufbau eines neuen 
blutbildenden Systems im Empfänger führen. Hämatopoietische Stammzellen 
werden klassischerweise aus Knochenmark gewonnen, dem physiologischen 
Ort der Hämatopoese (Lorenz et al. 1951, Ford et al. 1956, 1968, Mathe et al. 
1967, Gatti et al. 1968, Thomas et al. 1962, Tavassoli et al. 1968, Thomas und 
Storb 1970). Das aus den Beckenkämmen der Spender aspirierte 
Knochenmark wird bei der Transplantation dem Empfänger peripher infundiert.  
Eine Alternative bietet die Gewinnung von CD34+ Stammzellen aus dem 
peripheren Blut. Hierzu werden Stammzellen im Blut durch die Behandlung mit 
den Wachstumsfaktoren GM-CSF und G-CSF angereichert (Socinski et al. 
1988, Siena et al. 1989, Juttner et al. 1990). Nach Leukapherese werden die 
Stammzellen mittels anti-CD34 beladener Säulen aufgereinigt. Fakultativ 
können sie zur weiteren Aufreinigung anschließend durch magnetische 
Separation hochselektiv von reifen Zellpopulationen getrennt und zur 
peripheren Blutstammzell-Transplantation (PBSCT) dem Empfänger infundiert 
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werden. Seit Mitte der 90er Jahre werden mobilisierte periphere Blut-
Stammzellen (PBSC) von gesunden, adulten Spendern für allogene 
Transplantationen verwendet (Aversa et al. 1994, Lane et al. 1995, Körbling et 
al. 1995a/b, 2001, Harada et al. 1996, Wiesneth et al. 1998,  Fliedner 1998, 
Müller et al. 1999). 
Eine weitere Quelle für hämatopoetische Stammzellen stellt Nabelschnurblut 
dar (Gluckman et al. 1989, 2004, Kurtzberg et al. 1996, Rubinstein et al. 1998, 
Cohen und Nagler 2004). Durch die limitierte Anzahl der Nabelschnurblut-
Stammzellen ist deren Anwendung vor allem in der Pädiatrie möglich, gewinnt 
aber auch in der Therapie adulter Patienten zunehmend an Bedeutung (Tse 
und Laughlin, 2005). 
1.1.2 HLA-Merkmale und deren Bedeutung für die allogene HSCT 
Die Oberflächenmerkmale von Zellen, welche die Akzeptanz bzw. die 
Abstoßung von Transplantaten determinieren, werden als Humane Leukozyten 
Antigene (HLA) bezeichnet. Sie werden durch Gene des Major-
Histocompatibility-Complex (MHC, Haupthistokompatibilitätskomplex) kodiert. 
Man unterscheidet MHC Klasse I- (HLA-A,B,C) von MHC Klasse II- Antigenen 
(HLA DR, DP, DQ). MHC Klasse I Antigene werden auf allen Zellen, MHC 
Klasse II Antigene auf hämatopoetischen Zellen, wie den klassischen antigen-
präsentierenden Zellen (Dendritische Zellen, Monozyten, Makrophagen), auf B-
Zellen oder aktivierten T-Lymphozyten exprimiert. T-Zellen erkennen mithilfe 
ihres T-Zell-Rezeptors spezifisch Antigene, die von MHC-Molekülen präsentiert 
werden. Im Allgemeinen stimulieren MHC-Klasse II präsentierte Antigene CD4+ 
Zellen und MHC-Klasse I präsentierte Antigene CD8+-Zellen (Janeway und 
Travers 2005, Kuby 1994, Wahn et al. 2007). 
Die Gene des HLA-Systems stammen jeweils zur Hälfte (Haplotyp) von Vater 
und Mutter, jeder Mensch besitzt damit in der Regel zwei verschiedene 
sogenannte Gen-Allele. Der Vererbungsmodus ist kodominant, d.h. theoretisch 
sind 25% der Geschwister HLA-identisch, die tatsächliche Wahrscheinlichkeit 
liegt jedoch durch Crossing-over der parentalen Chromosomen während der 
Meiose niedriger. Aufgrund des hohen Polymorphismus (mehr als 400 
verschiedene Allele) und der Polygenie (verschiedene MHC Genregionen) der 
HLA-Merkmale ist die Diversität innerhalb der Bevölkerung extrem hoch. Durch 
die Einrichtung von Spender-Banken mit weltweit über 9 Mio. registrierten 
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Spendern liegt die Wahrscheinlichkeit, einen HLA-kompatiblen, nicht 
verwandten Spender zu finden, heute dennoch bei etwa 80%. 
Spender einer allogenen HSCT sind HLA-identische Geschwister oder andere 
Verwandte, HLA- haploidentische Familienmitglieder oder nicht verwandte, 
HLA-identische Fremdspender.  
Eine große Herausforderung stellt nach wie vor die HLA nicht-identische 
Stammzelltransplantation dar, auf die bei Fehlen eines HLA-identischen 
Spenders zurückgegriffen werden kann. Normalerweise wird dann ein Elternteil 
(oder ein anderes Familienmitglied) zur Stammzell-Spende herangezogen. Da 
die HLA-Konstellation zur Hälfte mit der des Kindes übereinstimmt, spricht man 
von haploidentischer HSCT. Die fehlende Kompatibilität erfordert eine intensive 
Konditionierung der Patienten und eine hochselektive Präparation der 
Stammzellen, um das Risiko einer GvHD so gering wie möglich zu halten (s. 
Abschnitt 1.1.5).  
1.1.3 Graft-versus-Host-Disease, GvHD 
Die in Folge einer KMT auftretende Transplantat (Graft) – gegen (versus) – 
Empfänger (Host) – Erkrankung (disease), GvHD, wurde in den 50er und 60er 
Jahren im Mausmodell nach allogener KMT erstmals beschrieben (Barnes et al. 
1956, Hildemann et al. 1967, van Bekkum et al. 1967). Für die Entstehung einer 
GvHD wurden 1966 von Billingham und Mitarbeitern folgende Voraussetzungen 
formuliert: im Transplantat müssen immunkompetente Zellen (reife T-Zellen) 
enthalten sein; diese Zellen müssen in der Lage sein, Zellen des Empfängers 
als fremd zu erkennen (sie sind „alloreaktiv“); das Immunsystem des 
Empfängers darf nicht in der Lage sein, eine Immunantwort gegen die 
transplantierten Zellen zu generieren. 
Die GvHD stellt eine der Hauptkomplikationen der Stammzelltransplantationen 
dar. Sie tritt je nach HLA-Kompatibilität zwischen Spender und Empfänger in 
unterschiedlicher Häufigkeit und Schweregrad auf. Auch bei HLA-Identität von 
Spender und Empfänger kann wegen Disparität in den Minor-
Histokompatibilitäts-Antigenen eine GvHD  entstehen  (Goulmy et al. 1996). 
Aufgrund der Kinetik und der Pathologie werden zwei Formen unterschieden: 
die akute GvHD (aGvHD) und die chronische GvHD (cGvHD). 
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1.1.3.1 Akute GvHD (aGvHD) 
Die aGvHD betrifft vorallem Haut, Gastrointestinaltrakt und Leber und verläuft je 
nach Ausprägung mit geringer Morbidität bis zu hoher Mortalität. Die  
Pathogenese einer akuten GvHD läßt sich in 3 Phasen einteilen, wobei die 
Gewebe-Toxizität der Konditionierungsmaßnahmen vor HSCT initial eine 
wichtige Rolle spielt: die damit verbundene Zytokinausschüttung verstärkt die 




























Abb. 1.1. Drei-Phasen Modell der Graft-versus-Host Disease (GvHD). Die 
Gewebeschädigung durch das Konditionierungsregime verursacht die Sekretion 
inflammatorischer Zytokine (Phase I). Donor T-Zellen (gelb) werden durch Antigen-
Unterschiede zum Empfänger (rot) aktiviert und expandieren (Phase II). Die Ausschüttung 
Th1-spezifischer Zytokine und damit die Expansion von Th1 Zellen führt zu einer 
zellvermittelten Immunreaktion, in deren Folge Effektorzellen wie cytotoxische T-Zellen (Tc), 
Natürliche Killerzellen (NK), Monozyten und Makrophagen (M) aktiviert werden. Die 
Effektorzellen verursachen durch Ausschüttung/Exprimierung zytotoxischer Moleküle (z.B. 
Perforin,  TNF, CD95L) Gewebeschäden in Haut, Leber und Darm (Phase III). Diese 
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1.1.3.2 Chronische GvHD 
Die chronische GvHD ist die häufigste Spätkomplikation nach allogener 
Stammzelltransplantation, ungefähr 40-60% der langzeitüberlebenden adulten 
(Flowers et al. 2002, Vogelsang et al. 2003) und 20-35% der pädiatrischen 
Patienten (Zecca et al. 2002) nach einer HSCT sind betroffen. Sie wird meist im 
Zeitraum von 100 - 200 Tagen nach HSCT diagnostiziert (Sullivan 1991). Einer 
chronischen geht meist eine akute GvHD voran, selten entsteht sie auch de 
novo (Shulman et al. 1980, Vogelsang et al. 2003).  
Die chronische GvHD manifestiert sich als Multiorgan-Erkrankung, bei der u.a. 
Haut, Gastrointestinaltrakt, Lunge, Leber, Immunsystem und hämatopoetisches 
System betroffen sein können, wobei der genaue Mechanismus der 
Organschädigung nicht genau geklärt ist. Bekannt ist, dass die 
inflammatorischen Infiltrate betroffener Organe im Wesentlichen aus CD8+ 
Zellen bestehen, die durch direkten Kontakt zu den Epithelzellen Zytotoxizität 
ausüben (Ferrara et al. 1989). Außerdem wird im Verlauf der GvHD durch 
Freisetzung bestimmter Zytokine die Kollagensekretion in Fibroblasten erhöht, 
was zu Fibrosen führen kann (DeClerck et al. 1986, Liem et al. 1999). 
Chronische GvHD kann je nach Verlauf zu einer deutlichen Einschränkung der 
Lebensqualität und Herabsetzung der Lebenserwartung führen oder aber sich 
vollständig zurückbilden. 
1.1.4 Die Bedeutung von Donor T-Zellen für die allogene HSCT 
Im letzten Kapitel wurde die Entstehung von GvHD durch reife Donor-T-Zellen 
im Transplantat angesprochen. Um diese lebensbedrohliche Komplikation zu 
vermeiden, wurden Strategien entwickelt, Spender-T-Zellen so vollständig als 
möglich aus dem Transplantat zu entfernen. Dies führte zur Herabsetzung bzw. 
vollständigen Vermeidung des GvHD-Risikos. Hierbei zeigte sich allerdings, 
dass die Gefahr einer Abstoßung des Transplantates deutlich erhöht war 
(Martin et al. 1985). Offensichtlich ist eine geringe Donor-T-Zell Aktivität, die zu 
einer mild ausgeprägten GvHD führt, tatsächlich auch vorteilhaft: sie hindert 
noch vorhandene T-Zellen des Empfängers, gegen das Transplantat sensitiviert 
zu werden und verstärkt somit das Anwachsen des Transplantates („graft-
enhancing“). Desweiteren führte die Depletion von Spender-T-Zellen aus den 
Transplantaten zu einer höheren Rezidivrate bei malignen Erkrankungen. Es 
stellte sich heraus, dass immunkompetente Donor-T-Zellen nicht nur GvHD 
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verursachen, sondern auch verbliebene maligne Zellen eliminieren und zu 
einem Graft-versus-Leukemia (GvL) bzw. Graft-versus-Tumor-Effekt führen 
können (Apperley et al. 1986, Horowitz et al. 1990).  
Bei der T-Zell Immunrekonstitution durch Zellen des Spenders lassen sich zwei 
Mechanismen unterscheiden: die periphere Expansion reifer T-Zellen aus dem 
Transplantat und die Neubildung von T Zellen durch intrathymische Reifung von 
T-Vorläuferzellen. Sind reife T-Zellen im Transplantat enthalten, sind Spender 
T-Zellen bereits wenige Wochen nach Transplantation im peripheren Blut des 
Empfängers nachzuweisen (Mackall et al. 1997). Die Thymusreifung von 
Vorläuferzellen benötigt dagegen mehrere Monaten (s. Abschnitt 1.1.5). 
  
1.1.5 HLA-haploidentische Stammzell-Transplantation 
Der große Vorteil einer haploidentischen HSCT ist die rasche Verfügbarkeit von 
Spendern (z.B. ein Elternteil). Von Nachteil sind immunologische Aspekte, die 
durch die HLA-Disparität verursacht werden: GvHD, Transplantatabstoßung 
und verzögerte oder inkomplette Immunrekonstitution.  
Um das Engraftment HLA-haploidentischer Transplantate zu erleichtern, 
wurden zum einen eine verstärkte Immunsuppression der Empfänger 
eingeführt, zum anderen das Konzept der „Mega-Stammzelldosen“ entwickelt: 
durch die Anreicherung und Aufreinigung peripherer Stammzellen stehen 
wesentlich höhere Stammzellkonzentrationen als bei Knochenmark-
transplantationen zur Verfügung (Bachar-Lustig et al. 1995, Reisner und 
Martelli, 2000). 
1.1.5.1 T-Zell Depletion für die haploidentische Stammzelltransplantation 
Essentiell für den Erfolg einer haploidentischen Transplantation ist die 
Vermeidung einer GvHD. Dies kann durch eine hochgradige Depletion reifer T-
Zellen aus dem Transplantat erreicht werden. Methoden hierzu wurden 
erstmalig in den 80er Jahren entwickelt (Erythrozyten-Rosettierung und  Lectin-
Agglutination von T Zellen) und in den folgenden Jahren erweitert durch gegen 
T-Zellen gerichtete Antikörper (Reisner et al. 1980, 1983, Sharp et al. 1983, 
Hale et al. 1983, Filipovich et al. 1984, Blazar et al. 1985,  Ho und Soiffer, 
2001). Auch wurden immunomagnetische Methoden zur Depletion von T-Zellen 
und Verfahren zur Anreicherung von CD34+ Stammzellen entwickelt (Knobloch 
et al. 1990, Dreger et al. 1994, Link et al. 1996, Handgretinger et al. 2001, 
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2003).  Bis zu 99,9% aller T-Zellen können inzwischen je nach 
Depletionsverfahren eliminiert werden, was zu einer erheblichen Reduktion des 
GvHD-Risikos führt. Die Anwendung T-Zell gereinigter Transplantate führt 
allerdings zu einem deutlich erhöhtem Risiko einer Transplantatabstoßung (s. 
1.1.4., Martin et al. 1985, Wiesneth et al. 1988). 
1.1.5.2 T-Zell Immunrekonstitution nach HLA-haploidentischer HSCT 
Während nach HLA-identischer SCT frühzeitig eine Expansion von Spender-T-
Zellen nachweisbar ist, die sich aus dem Pool transplantierter reifer T Zellen 
rekrutieren, ist die Situation nach haploidentischer Transplantation eine andere: 
hier entwickeln sich Spender T-Zellen erst nach 3-4 Monaten, da die T-Zell-
Rekonstitution ausschließlich durch Reifung im Thymus stattfindet (Müller et al. 
2000). Während dieser Zeit verfügen die Patienten über keinerlei T-Zell-
Immunität und sind potentiell gefährdet durch Pilzinfektionen, virale Infektionen 
und EBV-induzierte lymphoproliferative Syndrome (Hale und Waldmann 1999, 
Haddad et al. 1998). Allerdings sind die neu gereiften T-Zellen voll 
funktionsfähig. Außerdem sind diese T-Zellen tolerant gegenüber dem 
differenten HLA-Haplotyp des Empfängers, so dass keine Immunsuppressiva 
verabreicht werden müssen.  
  
1.1.6 Donor-Lymphozyten-Infusionen (DLI) 
Ursprünglich wurde die Gabe von Donor T-Zellen („Donor-Lymphozyten“) als 
Therapieverfahren für die Behandlung von Rezidiven bei hämato-onkologischer 
Erkrankungen etabliert (Kolb et al. 1990, Blair et al. 2005, Zeiser et al. 2004, 
Spitzer 2005), wobei dem Graft-versus-Leukemia (GvL) Effekt dieser Zellen 
eine entscheidende Rolle zukommt: reife T-Zellen des Spenders erkennen und 
eliminieren persistierende Tumorzellen des Empfängers (Horowitz et al. 1990, 
Sykes et al. 1999, O´Donnel et al. 2002, Michalek et al. 2003, Spitzer et al. 
2003, 2005).  
Die DLI kann auch nach haploidentischer HSCT einen wichtigen Ansatz 
darstellen, die Zeit der Immundefizienz zu verkürzen, da reife, 
immunkompetente T-Zellen verabreicht werden.  
Da der Transfer unmanipulierter Lymphozyten bzw. T-Zellen allerdings immer 
mit einem hohen GvHD-Risiko einhergeht, dürfen keine GvHD-auslösenden  T-
Zell-Populationen im Donor-Lymphozytenpräparat enthalten sein. Eine 
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Möglichkeit hierfür stellt die gezielte Produktion von T-Zellen einer bestimmten 
Antigenspezifität dar. So wurden bisher z.B. antigenspezifische T-Zellen zur 
Therapie/Prophylaxe von Viruserkrankungen nach HSCT erprobt (Moss und 
Rickinson 2005). Ebstein-Barr-Virus (EBV)-spezifische T-Zellen wurden zur 
Behandlung des EBV induzierten Lymphoproliferativen Syndroms eingesetzt 
(Heslop et al. 1994, Papadopoulos et al. 1994, Rooney et al. 1995). Ebenso 
führten Cytomegalie-Virus (CMV)-spezifische T-Zellen bei einer CMV-Infektion 
nach SCT zur Besserung der Symptome (Kawakami et al. 2005). Die 
Produktion antigenspezifischer T-Zellen ist jedoch sehr zeitaufwändig und der 
Anwendungsbereich begrenzt durch die Antigenspezifität der Donor T-Zellen. 
Das Ziel, breite Immunreaktivität zu erhalten und gleichzeitig das GvHD-Risiko 
herabzusetzen, kann durch die gezielte Eliminierung von T-Zellen, welche den 
Empfänger als fremd erkennen (alloreaktive T-Zellen), aus dem Donor-
Lymphozyten Präparat erreicht werden.  
 
1.1.7 Strategien zur Herstellung von nicht-alloreaktiven T-Zell-Präparaten 
 In den letzten Jahren wurden verschiedene Strategien entwickelt, selektiv T-
Zellen zu generieren, deren Potential, Zellen eines Empfängers als fremd zu 
erkennen, eingeschränkt ist und die sich daher zur Immuntherapie nach 
Transplantation anbieten. Einen Überblick über die verschiedenen Techniken 
gibt Tabelle 1.1. 
Auf Methoden, welche für diese Arbeit relevant sind und/oder welche zur 




Prinzip Technik exp. Modelle 
Antigen-spezifische  
T- Zellen  
Adoptive Immuntherapie (DLI) mit 
leukämie- bzw. virusspezifischen T-
Zellen (s. Abschnitt 1.1.6.).  
murin, klinisch (HLA-ident, 
und haploident) 




T-Zellen vom Typ 2 (Th2 
und Tc2)  
 
Generierung von Th2/Tc2 Zellen für 
die Transplantation1  
murin 
Alloreaktivität nur durch 










Thymus des Empfängers  
 
Generierung und Verabreichung von
T- Vorläuferzellen3 
murin 
Schnelle Vermittlung von 
GvL-Effekten  
Suicide-Gen Insertion in T-Zellen 
erlaubt die Eliminierung allogener T-
Zellen, sobald der gewünschte GvL-







regulatorische T-Zellen  
 





Zellen von nicht 
aktivierten T-Zellen 
anhand ihres Phänotyps. 
Selektive Depletion oder Anergie-
Induktion alloreaktiver T-Zellen über:
 1. Aktivierungmarker: 
    -Selektion Aktivierungsmarker- 
     negativer  T-Zellen 
    -CD25-Immunotoxin  
 
 2. Blockade costimulatorischer  
     Moleküle (CTLA4, CD40L)   
 3. Pgp-Photodynamische Therapie 




in vitro, murin, klinisch 
(HLA-haploident) 
in vitro, murin, klinisch 
(HLA-ident, haploident),  
murin, klinisch (HLA-
haploident) 
in vitro, murin, klinisch 




1.1.7.1 Die Suicide-Gen Strategie 
Eine Strategie zur Eliminierung alloreaktiver T-Zellen beinhaltet den Transfer 
sogenanter Suicide-Gene in Donor-T-Zellen. Durch die Expression des Suicide-
Gens Herpes-Simplex-Virus Thymidin-Kinase (TK) beispielsweise wird das 
Nucleosidanalog Gancyclovir (GCV) zu GCV-Triphosphat phosphoryliert, 
welches anstelle von Desoxyguanosin-Triphosphat in die DNA eingebaut wird 
und damit die DNA-Elongination effektiv inhibiert. Auf diese Weise wirkt GCV 
Tab. 1.1. Übersicht über nicht-pharmakologische Methoden zur Prävention einer GvHD.
Modifiziert und ergänzt nach Barret et al. 2003. 1 Fowler et al. 1994, 1996; 2Anderson et al. 
2003, Chen et al. 2004, Le et al. 2005 ; 3 Zakrewski et al. 2006.  weitere Referenzen s. Text 
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toxisch für proliferierende Zellen (Bordignon et al. 1995). So kann theoretisch 
eine GvHD nach Übertragung TK-transduzierter T-Zellen durch Verabreichung 
von GCV kontrolliert werden. Zwei klinische Phase I-II Studien (HLA-identische 
Konstellation) zeigten eine Reduktion der GvHD Inzidenz (Bonini et al. 1997, 
Tiberghien et al. 2001). Aus einer weiteren klinische Studie, in der die Suicide-
Gen-Therapie in der haploidentischenen HSCT erprobt wird, sind erste 
Ergebnisse bekannt: hier konnte in 3 von 5 Patienten eine beschleunigte 
Immunrekonstitution erreicht werden, einer der 3 Patienten entwickelte 
allerdings eine akute GvHD Grad II (Ciceri et al. 2005). 
Probleme dieser Strategie sind eine reduzierte EBV-Reaktivität, Veränderungen 
des T-Zell-Rezeptor-Repertoires, und mögliche Resistenzentwicklung gegen 
Gancyclovir (Garin et al. 2001, Robinet et al. 2005). 
Ein weiterer Suicide-Gen Ansatz ist der Transfer von chimären Molekülen, 
welche die intrazelluläre Komponente des Apoptose-induzierenden CD95 (Fas, 
APO1)-Proteins und einen extrazellulären Rezeptor (z.B. Östrogenrezeptor) 
besitzen. Bei Bindung eines Liganden (z.B. Östrogen) an die extrazelluläre 
Komponente dieser chimären Moleküle wird die Kreuzvernetzung von CD95 
und damit die Apoptosecascade induziert (s. auch Abschnitt 1.2.1, Thomis et al. 
2001, Kametaka et al. 2003, Berger et al. 2003, 2004). 
1.1.7.2 Immunsuppressive/regulatorische T-Zellen 
Die Übertragung immunsuppressiver/regulatorischer T-Zellen stellt einen 
weiteren potentiellen Ansatz zur Vermeidung einer GvHD dar.  Hierauf wird im 
Abschnitt „Regulatorische T-Zellen“ (1.3.) näher eingegangen. 
1.1.7.3 Depletion allogen-aktivierter T-Zellen 
Aktivierte T-Zellen lassen sich von unstimulierten T-Zellen anhand ihres 
Phänotyps unterscheiden, was zu verschiedenen Ansätzen führte, gezielt T-
Zellen nach alloantigenspezifischer Aktivierung zu eliminieren. Allen Methoden 
gemeinsam ist die vorangehende Aktivierung der (Donor)-T-Zellen in einer 
sogenannten gemischten Lymphozytenkultur (mixed lymphocyte culture, MLC) 
mit allogenen (Empfänger-) Stimulatorzellen.  
1.1.7.3.1 Depletion alloreaktiver T-Zellen über Photodynamische Therapie 
Eine Möglichkeit, alloreaktive T-Zellen zu depletieren stellt die 
photodynamische Therapie dar. Hierbei wird die Tatsache genutzt, dass Zellen 
in der Lage sind, sogenannte photosensitivierende Substanzen, z.B. Rhodamin-
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Derivate aufzunehmen. Dabei kann Rhodamin in alle Zellen eindringen und wird 
normalerweise durch P-Glycoprotein (Pgp) aktiv wieder aus den Zellen 
gepumpt. In stimulierten T-Zellen jedoch ist Pgp inaktiv (Pilarski et al. 1995), so 
dass das Rhodaminderivat in diesen Zellen angereichert wird und nach 
Lichtexposition durch Oxidation der Mitochondrien zu deren selektiven 
Eliminierung führt. Die Effektivität dieser Methode konnte sowohl ex vivo im 
murinen und humanem System als auch in vivo im Mausmodell gezeigt werden 
(Guimond et al. 2002, Chen et al. 2002, Le et al. 2005, Boumedine et al. 2005). 
Eine erste klinische Studie zur Verabreichung von photodynamisch 
aufbereiteten DLI nach haploidentischer Transplantation wird derzeit 
durchgeführt: Bislang wurden 8 Patienten mit eskalierenden Zell Dosen von 
1x104 /kg Körpergewicht bis 3,2x105/kg Körpergewicht behandelt. Vorläufige 
Daten zeigen, dass keiner der Patienten eine GvHD entwickelte und die 
Inzidenz viraler Infektionen geringer war, als in der Kontrollgruppe. Allerdings ist 
bisher die beobachtete Immunrekonstitution gering (Roy et al. 2007,  Perruccio 
et al. 2008). 
1.1.7.3.2 Anergieinduktion in alloreaktiven T-Zellen durch die Blockade 
von costimulatorischen Molekülen 
T-Zellen benötigen zur primären Aktivierung außer der Interaktion des T-Zell-
Rezeptors mit dem MHC-Komplex der antigenpräsentierenden Zelle (APC, 
Signal 1) ein weiteres Signal, das durch sogenannte Costimulatoren vermittelt 
wird (Signal 2). Wichtige costimulatorische Signale werden durch die 
B7(CD80)/CD28 und CD40/CD40L Bindung vermittelt. Die Blockade des 
costimulatorischen Signals resultiert in der Induktion von Anergie, die T-Zellen 
können dann trotz optimaler Stimulation nicht aktiviert werden. 
Tierversuchsstudien zeigten, dass die Störung der costimulatorischen Signale 
eine erfolgreiche Transplantation histoincompatibler Transplantate erlaubte 
(Blazar et al. 1997, 1999). Durch eine lösliche Form von CTLA-4 (Cytotoxic T-
lymphocyte associated protein-4, CD152), welches mit CD28 um die Bindung 
an B7 konkurriert, konnte in vitro in Transplantaten, die mit Empfängerzellen 
aktiviert wurden, Toleranz erzeugt werden. In einer klinischen Studie konnte die 
GvHD-Inzidenz nach haploidentischer Transplantation mit dieser Methode 
reduziert werden. Von 12 Patienten entwickelten dennoch 3 eine akute GvHD 
(Guinan et al. 1999).  Ein großes Problem dieser Methode stellt die Reduktion 
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der Immunantwort gegen Pathogene dar (Williams et al. 2002), was durch die 
Tatsache bestätigt wird, dass vier der 12 Patienten in der Studie von Guinan 
und Mitarbeitern an Infektionen starben. Umgekehrt stellte sich im Tiermodell 
heraus, dass persistierende Infektionen des Empfängers die Toleranzinduktion 
mittels CTLA-4-Ig bzw. anti-CD40-Ligand verhinderte (Williams et al. 2002). 
1.1.7.3.3 Depletion alloreaktiver T-Zellen über Aktivierungsmarker 
Die Expression sogenannter Aktivierungsmarker, Moleküle, welche auf T-Zellen 
erst nach Aktivierung  bzw.  dann verstärkt exprimiert werden, boten ein 
attraktives Ziel für die selektive Depletion alloreaktiver Zellen. 
Eine Möglichkeit ist die magnetische Depletion stimulierter Zellen nach Bindung 
von beads-gekoppelten Antikörpern an Aktivierungsmarker. Im Mausmodell 
resultierte die Anwendung CD69-depletierter Zellen in einer reduzierten GvHD-
Inzidenz (Koh et al. 1999, 2002). In vitro Studien mit humanen Zellen wurden 
unter Anwendung von Antikörpern gegen CD25 (Garderet et al. 1999), CD69 
(Davies et al. 2004, Hartwig et al. 2006), und einer Kombination von anti-CD69 
und anti-CD25 (Fehse et al. 2000) durchgeführt. Weiter wurde eine 
durchflußzytometrische Selektion mittels Zellsorter nach Markierung von CD25, 
CD69 und HLA-DR getestet (Rencher et al. 1996). CD25 wurde auch in 
Kombination mit Carboxyfluorescein Diacetat Succinimidyl Ester (CFSE), einem 
Farbstoff, dessen Intensität in nicht proliferierenden Zellen erhalten bleibt und in 
proliferierenden Zellen schwächer wird, eingesetzt: mittels Zellsorter wurden 
CD25- CFSE++ Zellen als nicht aktivierte, nicht proliferierende Population nach 
allogener Stimulation selektioniert (Godfrey et al. 2004-1). Ebenfalls führte die 
Depletion CD38 positiver und CD4 hoch-exprimierender Zellen durch 
fluoreszenzaktiviertes Zellsorting zu einer Reduktion der Alloreaktivität (Martins 
et al. 2004). 
In unserer eigenen Gruppe wurde für eine klinischen Pilotstudie eine 
Kombination aus PE-markierten Antikörpern gegen CD25, CD69, CD71 und 
HLA-DR eingesetzt und nachfolgend mit magnetischen anti-PE-Beads 
depletiert. Dieser Prozedur ging eine Behandlung mit L-Leucyl-L-Leucin-Methyl-
Ester (LLME) voran, um cytotoxische T-Zellen zu eliminieren (Thiele et al. 1990, 
Brown et al. 1993, Rosenfeld et al. 1995). Die Effektivität der Allodepletion 
wurde durch Restimulationsassays und in einem Skin-Explant Modell, 
untersucht, bei dem residuale Alloreaktivität im Hautbiopsat getestet wurde. 
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Trotz effektiver Reduktion alloreaktiver T-Zellen um 1,5-3 log trat in der 
klinischen Studie eine akute GvHD Grad I in 2 von 3 Patienten auf (Ege et al., 
Manuskript in Vorbereitung). 
Eine andere Strategie entwickelten Cavazzana-Calvo und Mitarbeiter (1990): 
mittels Immunotoxinen gegen die α-Kette des IL-2-Rezeptors (CD25) wurden in 
einer gemischten Lymphozyten Kultur (mixed lymphocyte culture, MLC) in vitro 
allogen aktivierte T-Zellen eliminiert. Eine erhebliche Reduktion der 
Alloreaktivität, eine deutlich geringere GvHD-Inzidenz im Mausmodell 
(Cavazzana-Calvo et al. 1994) und der Erhalt antileukämischer und antiviraler 
Aktivität der Immunotoxin-behandelten T-Zellen (Montagna et al. 1999) konnte 
gezeigt werden. Die erste klinische Studie zur schnelleren Immunrekonstitution 
nach haploidentischer HSCT mittels anti-CD25-Immunotoxin behandelten T-
Zellen wurde bei pädiatrischen Patienten 2002 von André-Schmutz und 
Mitarbeitern veröffentlicht. Aus einem ähnlichen Ansatz, in dem zur in vitro 
Stimulation statt allogener MNC (Mononukleäre Zellen) EBV-transformierte B-
Zell-Linien (EBV-B-Zellen) verwendet wurden, sind ebenfalls erste klinische 
Ergebnisse bekannt (Amrolia et al. 2003, 2005, 2006). In beiden klinischen 
Studien konnte gezeigt werden, dass das GvHD-Risiko herabgesetzt, aber nicht 
ausgeschaltet werden konnte.  
1.1.7.3.4 Depletion alloreaktiver T-Zellen durch CD95/CD95L vermittelte 
Apoptose 
Ein vielversprechender Ansatz zur Depletion alloreaktiver T-Zellen besteht in 
der Induktion des Aktivierungs-induzierten Zelltodes (AICD) über den 





Der Begriff Apoptose (griechisch: „Herabfallen von Blättern von den Bäumen“) 
als Bezeichnung für den programmierten Zelltod wurde 1972 erstmals von Kerr 
und Mitarbeitern geprägt. Die Apoptose ist ein zentraler zellulärer 
Mechanismus, der als Gegenspieler der Zellproliferation für die Erhaltung der 
Gewebehomöostase sorgt. Sie spielt eine entscheidende Rolle während der 
Embryonalentwicklung, der Umbildung von Knorpel und Knochen, der 
Entwicklung und Funktion des Immunsystems, der Kontrolle von Tumoren, der 
Beseitigung alter, verletzter, mutierter oder „gefährlicher“ Zellen (Krammer, 
2000). Damit ist diese Form des Zelltodes ein wichtiger physiologischer 
Vorgang, ohne den höhere Lebensformen nicht existieren könnten.  
Ein wesentliches Kriterium der Apoptose ist die Tatsache, dass dieser Vorgang 
ein vom Organismus selbst ausgelöster, durch vielfältige Signale regulierter 
Prozess ist. Zellen, die den programmierten Zelltod durchlaufen, zeigen 
charakteristische morphologische und biochemische Besonderheiten. Zu 
nennen sind hier das Schrumpfen der Zellen, Chromatin-Aggregation, 
Ausstülpungen der Zellmembran (Zeiose), Translokation von Phosphatidylserin 
zur Außenseite der Zellmembran und Fragmentierung des Zellkerns und der 
DNA. Zuletzt werden membrangebundene Vesikel abgeschnürt, die als 
apoptotische Körperchen (apoptotic bodies) bezeichnet werden. Sie enthalten 
Fragmente von Zellkern, Zytoplasma und intakte Mitochondrien und werden von 
Phagozyten oder benachbarten Zellen schnell phagozytiert. Dadurch werden im 
Rahmen der Apoptose im Gegensatz zur Nekrose, einer anderen Form des 
Zelltodes, nie Entzündungsreaktionen beobachtet. (Steller 1995, Thompson 
1995, Golstein 1997, Nagata 1997, Evan und Littlewood 1998, Krammer 2000). 
Apoptose kann in der Regel über zwei Signalwege induziert werden: durch 
mitochondrienabhängige Molekülinteraktionen (intrinsische Apoptoseinduktion) 
oder durch Aktivierung von Todesrezeptoren über die Bindung der 
korrespondierenden Liganden (extrinsische Apotposeinduktion) (Nagata 1997, 
Green und Reed 1998, Green 1998). Nachfolgend kommt es zur 
kaskadenförmigen Aktivierung proteolytischer Enzyme, den sogenannten 
Caspasen, welche zelluläre Substrate am carboxyterminalen Ende von 
Asparaginsäureresten spalten und die apoptotische Morphologie und DNA-
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Fragmentierung einleiten (Cohen 1997, Villa et al. 1997, Raff 1998, Hengartner 
2000). 
Insbesondere unter Mitgliedern der TNF (Tumornekrosefaktor) -Superfamilie 
sind apoptoseinduzierende Liganden der Todesrezeptoren zu finden. Hierzu 
gehören TNF, CD95 Ligand (CD95L, APO-1 Ligand) TRAIL (TNF-related 
apoptosis inducing ligand = APO-2L) und Apo-3-Ligand (Death-Receptor (DR)-
3 Ligand) (Krammer 1999, Nagata 1997, Nagata und Golstein, 1995, Roy, 
2000, Cleveland und Ihle, 1995, Fraser und Evan, 1996, Ashkenazi und Dixit 
1998). Das für diese Arbeit relevante CD95/CD95L System ist am besten 
untersucht und wird in den folgenden Abschnitten näher beschrieben. 
1.2.1 Apoptoseinduktion durch CD95/CD95L 
Mit CD95 (APO-1, Fas) wurde erstmals ein Zelloberflächenrezeptor 
beschrieben, der in der Lage ist, Apoptose zu induzieren (Trauth et al. 1989, 
Yonehara et al. 1989, Itoh et al. 1991).  
CD95 wird in vielen Geweben konstitutiv und in lymphohämatopoetischen 
Zellen nach Stimulation verstärkt exprimiert. Es gehört zur TNF-Rezeptorfamilie 
und ist ein Transmembranprotein mit einem durch differentielle Glykosylierung 
variablen Molekulargewicht von 42-52 kDa. CD95 ist charakterisiert durch 3 
extrazelluläre, zysteinreiche Domänen, einer Transmembranregion und 
intrazellulären „Todesdomänen“ (Death domain, DD). Das Signal zur 
Apoptoseinduktion kommt durch die Trimerisierung oder Multimerisierung des 
Rezeptors zustande und kann entweder durch Bindung von CD95-Ligand oder 
experimentell von agonistischen, stimulierenden Antikörpern ausgelöst werden. 
Auf die Rezeptorvernetzung folgt die Aggregation der „Todesdomänen“ und 
durch Interaktion mit FADD (Fas-associated death domain)/MORT1 und 
Procaspase 8 die Bildung des sogenannten Death Inducing Signalling Complex 
(DISC). Durch diese Prozesse wird in den meisten Zellen (Typ I) die 
sogenannte Caspase-Kaskade in Gang gesetzt, wobei Procaspase 8 gespalten 
wird und die aktive Form der Caspase-8 (FLICE) resultiert, die wiederum 
Effektorcaspasen wie die Caspase 3 aktiviert (Chinnaiyan et al. 1995, Boldin et 
al. 1996, Muzio et al. 1996, 1998, Medema et al. 1997, Zhang et al. 1998-a, 
Yeh et al. 1998) (Abb. 1.2.). In manchen Zellen (Typ II) werden Mitochondrien 
als Verstärker des Signalweges genutzt. Hier reicht eine geringe Aktivität von 
Caspase-8 aus, um das Molekül BID zu spalten, das zur Freisetzung von 
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Cytochrom C (Cyt C) aus den Mitochondrien führt. Mit Apaf-1 bildet Cyt C das 
Apoptosom, welches Caspase-9 aktiviert, wodurch wiederum Effektorcaspasen 
wie Caspase-3 aktiviert werden (Scaffidi et al. 1998). Durch aktive Caspase 3 
schließlich wird in beiden Signalwegen die Caspase-aktivierte DNase (CAD) 
durch Abspaltung des inhibitorischen Moleküles ICAD (inhibitor of CAD) 
aktiviert. CAD spaltet die internukleäre DNA in Fragmente von ca. 180 






















































Abb. 1.2. CD95/CD95L Signalweg. Nach Bindung von CD95L an CD95 binden 
Adapterproteine (z.B. FADD) an die Todesdomänen des CD95-Trimeres. FADD interagiert 
durch sogenannte Todeseffektordomänen (DED) mit Procaspase 8. Der Komplex aus CD95, 
FADD und Procaspase 8 wird als Todes-induzierender-Signalkomplex (Death-inducing-
signalling-complex, DISC) bezeichnet. Procaspase 8 wird am DISC autokatalytisch gespalten, 
so dass das aktive Enzym Caspase 8 entsteht. Diese wiederum aktiviert weitere Caspasen, die 
Effektorcaspasen, z.B. Caspase 3. Alternativ aktiviert Caspase 8 das Molekül BID, das in die 
mitochondriale Membran inseriert und den mitochondrialen Apoptoseweg initiiert. Ein 
Signalcomplex aus APAF-1 (Apoptosis activating factor-1), Caspase 9 und Cytochrom C setzt 
aktive Caspase 9 frei, welche wiederum die Effektorcaspase 3 aktivieren kann. Die 
Effektorcaspasen spalten sogenannte Todessubstrate und führen so zum morphologischen 
und biochemischen Bild der Apoptose. Zum Beispiel aktiviert Caspase 3 die Caspase-
spezifische DNase (CAD), indem das inhibitorische Element I-CAD gespalten wird. Aktive CAD 
kann in den Zellkern passieren und dort die DNA in die für Apoptose charakteristische 180bp 
Fragmente schneiden. Eine Inhibition der Apoptose ist auf unterschiedlichen Ebenen durch 
Moleküle der Bcl-Familie, FLIPs (Flice [=Caspase 8] inhibitory proteins), Caspaseninhibitoren 
der IAP (Inhibitors of Apoptosis Proteins)-Familie möglich.  (Modifiziert und ergänzt nach 
Lenardo et al. 1999) 
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Hinweise auf die bedeutenden biologischen Funktionen dieses Moleküls und 
dessen Liganden CD95L geben die Mausstämme lpr und gld, bei denen das 
CD95-Gen (lpr) bzw. das CD95 Ligand-Gen (gld) mutiert ist. Symptome beider 
Mutationen sind ein lymphoproliferatives Syndrom, Splenomegalie, Nephritis, 
Artritis und weitere Anzeichen einer Autoimmunerkrankung. In beiden 
Mutationen findet sich eine erhöhte T-Zell-Zahl (Nagata und Suda, 1995). Das 
CD95 System ist entscheidend an der Beendigung von Immunantworten 
beteiligt, indem nicht mehr benötigte T-Zellen eliminiert werden (Lynch et al. 
1995). Eine Störung des Systems wie bei gld und lpr geht somit mit einer 
erhöhten Immunaktivität einher. 1995 wurde erstmals beim Menschen die 
Mutation des CD95 Genes mit dem sogenannten Autoimmunen 
Lymphoproliferativen Syndrom (ALPS) in Zusammenhang gebracht (Fisher et 
al. 1995, Rieux-Laucat et al 1995). Mittlerweile sind sowohl homozygote als 
auch heterozygote Mutationen von CD95 und CD95L, die zu ALPS führen, 
beschrieben (Wu et al. 1996, Cheng et al. 1994, Jackson et al. 1999, Lenardo 
et al. 1999, Straus et al. 2001, Del-Rey et al. 2006).  
1.2.1.1 CD95 Ligand  
CD95L, ein Typ-II Transmembranprotein von etwa 40 kDa, gehört zur TNF-
Liganden Superfamilie (Suda et al. 1993, Takahashi et al. 1994). CD95L wird im 
Gegensatz zu CD95 nur in wenigen Geweben konstitutiv exprimiert, kann aber 
z.B. durch Stimulierung von Lymphozyten induziert werden (Suda et al. 1993). 
Gewebe, in denen das Molekül konstitutiv exprimiert wird, werden als 
immunprivilegierte Organe bezeichnet, da CD95L hier vor der Attacke durch 
aktivierte T-Zellen schützt. Zu ihnen gehören Hoden und Eierstöcke, das Gehirn 
und die vordere Augenkammer (Kabelitz et al. 1993, Suda et al. 1995, Griffith 
und Ferguson 1997, Newell und Desbarats, 1999). Während der 
Schwangerschaft sorgt die CD95L Expression in Trophoblastenzellen dafür, 
dass mütterliche T-Zellen, die durch die fötalen Zellen aktiviert werden, 
eliminiert werden (Hunt et al. 1997, Uckan et al. 1997). 
Ebenso konnte in einem anderen Kontext Immunprivilegierung gefunden 
werden: auf einer Anzahl verschiedener, auch nicht lymphatischer Tumoren 
wurde eine CD95L Expression nachgewiesen. Fatalerweise wird auf diese 




CD95L wird auf 3 verschiedene Arten exprimiert: (1) membrangebunden auf der 
Zelloberfläche (mCD95L), (2) membrangebunden gespeichert in intrazellulären 
Mikrovesikeln, die nach verschiedenen physiologischen Stimuli in den 
Interzellularraum freigesetzt werden (Albanese et al. 1998, Bossi und Griffiths 
1999, Martinez-Lorenzo et al. 1999) und (3) in löslicher Form (sCD95L), durch  
das Abspalten des membrangebundenen Proteins mittels Matrix-
Metalloproteinasen, ein Prozess, der innerhalb weniger Minuten nach 
Oberflächenexpression stattfindet (Kayagaki et al. 1995, Tanaka et al. 1995, 
1998). Während für den membrangebundenen Liganden eine hohe Effizienz 
der Apoptoseinduktion beschrieben ist, kann sCD95L unter bestimmten 
Bedingungen sowohl anti-apoptotische als auch pro-apoptotische Funktionen 
haben. sCD95L konkurriert mit mCD95L um die Bindung an den CD95-
Rezeptor. Da sCD95L als Homotrimer ineffektiv in der Aggregation des CD95 
Rezeptors ist, resultiert eine anti-apoptotische Wirkung (Suda et al. 1997, Chen 
et al. 1998, Schneider et al. 1998). Eine pro-apoptotische Wirkung von sCD95L 
ist nach dessen spontaner Aggregation (Tanaka et al. 1995, 1996, Suda et al. 
1997, Hohlbaum et al. 2000) oder nach Assoziation mit extrazellulären Matrix-
Proteinen (Aoki et al. 2001, Chen et al. 1998) beschrieben. Auch 
chemotaktische Funktionen von sCD95L konnten nachgewiesen werden (Seino 
et al. 1998, Ottonello et al. 1999). 
1.2.1.2 Der Aktivierungs-induzierte Zelltot (AICD) von T-Zellen und das 
CD95/CD95L System 
Die komplexe Funktion des Immunsystems ist abhängig von fein abgestimmten 
Vorgängen, die das Überleben und/oder die physiologische Eliminierung 
antigen-spezifischer T-Zell Klone regulieren. „Der Aktivierungs-induzierte 
Zelltod (activation-induced cell death, AICD) ist der wichtigste homöostatische 
Mechanismus des Immunsystems, T-Zell Immunantworten zu kontrollieren, 
Toleranz gegenüber Selbst-Antigenen zu vermitteln und Autoimmunität 
vorzubeugen“ (Askenasy et al. 2005). Der Begriff AICD wurde erstmals 1989 in 
Zusammenhang mit dem Sterben von T-Zell-Klonen nach wiederholter CD3-
Stimulation genannt (Shi et al. 1989). Später konnte gezeigt werden, dass die 
CD95/CD95L vermittelte Apoptose für den AICD die entscheidende Rolle spielt 
(Dhein et al. 1995, Ju et al. 1995, Brunner et al. 1995, Alderson et al. 1995). 
Nach Aktivierung von T-Zellen erfolgt zunächst die verstärkte Expression von 
CD95 und danach die Expression von CD95L. Während naive/ruhende und 
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frisch stimulierte T-Zellen trotz CD95 Expression eine Resistenz gegenüber 
CD95L vermittelter Apoptose aufweisen, werden T-Zellen nach wiederholter 
Antigenstimulation sensitiv für diesen Apoptoseweg (Klas et al. 1993, Krüger et 
al. 2003). Die Resistenz aktivierter T-Zellen in der frühen Phase der Stimulation 
ist auf eine reduzierte DISC-Formation bei gleichzeitig hoher Expression des 
anti-apoptotisch wirkenden Bcl-xL zurückzuführen. Memory T-Zellen hingegen 
scheinen durch die erhöhte Expression von FLIPs ((FLICE [= Caspase 8] 
Inhibiting Proteins) und der anti-apoptotischen Moleküle Bcl-2 bzw. Bcl-xL 
geschützt zu sein, wobei Cytokine wie IL-15 und Typ 1-Interferone eine wichtige 
Rolle spielen (Krüger et al. 2003).  
Aktivierte T-Zellen in einem apoptosesensitiven Stadium vermitteln AICD 
sowohl autokrin durch Sekretion von löslichem CD95L, als auch parakrin durch 
löslichen und membranständigen CD95L (Dhein et al. 1995). 
In eigenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass nach Aktivierung CD8+ T-
Zellen in CD4+ T-Zellen CD95L-vermittelte Apoptose induzieren können und 
dieser Vorgang in Clustern aus CD4+ und CD8+ T-Zellen stattfindet 
(unveröffentlichte Daten). 
Durch diese Mechanismen werden die Pool-Größe aktivierter T-Zell-Klone 
kontrolliert und Immunantworten reguliert (Lenardo et al. 1999). Alle 
Lymphozyten, einschließlich CD4+ und CD8+ T-, B- und Natürliche Killer (NK)-
Zellen  sowie ebenfalls dendritische Zellen, Monozyten, Makrophagen und 
Neutrophile sind Ziele der CD95/CD95L regulierten Immunhomöostase 
(Askenasy et al. 2005). 
1.2.1.3 CD95L zur Inhibition alloantigen-spezifischer Immunantwort und 
GvHD 
Die zentrale Rolle, die CD95L in zellulären Vorgängen wie AICD, Immun-
Privileg und Toleranz gegenüber Selbst-Antigenen innehält, führte zu intensiven 
Bemühungen, das CD95/CD95L System zur gezielten Immunmodulation und 
Toleranzinduktion gegenüber Auto- und Transplantationsantigenen zu nützen. 
Zur Prävention von GvHD bzw. zur Inhibition der allospezifischen Immunantwort 
wurden Antikörper gegen CD95 und CD95L zunächst in Studien mit murinen 
Zellen eingesetzt. Hartwig und Mitarbeiter (2002) zeigten eine Reduzierung der 
alloreaktiven Proliferation muriner T-Zellen in vitro um 50-90% durch 
kreuzvernetzten anti-CD95 mAK.  Bei Einsatz  allodepletierter Zellen in einem 
murinen GvHD-Modell konnte trotz inkompletter Allodepletion GvHD verhindert 
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werden. Ein ähnliches Ergebnis wurde im Mausmodell unter Einsatz von 
löslichem CD95L erzielt, hier wurde zusätzlich ein Erhalt der Graft-versus-
Tumor-Aktivität beschrieben (Georgantas et al. 2006). 
Die Daten, die aus den murinen Studien gewonnen wurden, eröffneten 
vielversprechende Anwendungsmöglichkeiten CD95L transfizierter Zellen für 
Immunmodulation und Organtransplantationen. Allerdings ist die 
Übertragbarkeit muriner Studien auf humane Systeme nur bedingt möglich: Es 
sind deutliche Unterschiede im Expressionsmuster von CD95 zwischen 
humanen und murinen Zellen beschrieben (Miyawaki et al. 1992). Auch die 
Sensitivität humaner Zellen gegenüber CD95L vermittelter Apoptose 
unterscheidet sich erheblich von der muriner Zellen: Während sich frisch 
isolierte humane T-Zellen resistent gegen löslichen CD95L zeigten, konnte in 
naiven murinen T-Zellen Apoptose induziert werden (Suda et al. 1996, 1997).  
O´Flaherty und Mitarbeiter (1998) setzten anti-CD95-mAK (Klon DX2) oder 
konstitutiv CD95L exprimierende SW620 Coloncarcinom Zellen ein, um nach 
allogener Stimulation von humanen MNC mit allogenen EBV-B-Zellen Apoptose 
zu induzieren, wobei eine Inhibition der allospezifischen Proliferation um ca. 
35% resultierte. In einem weiteren Ansatz mit humanen Zellen wurde 
CTLA4▪FasL, ein chimäres Protein aus CTLA4 und CD95L, zu einer MLC aus 
humanen MNC gegeben, um durch Blockierung der Costimulation und 
gleichzeitiger Apoptoseinduktion allogene T-Zellen zu depletieren. Hierdurch 
konnte allospezifische Proliferation partiell inhibiert werden. (Dranitzki Elhalel et 
al. 2003, Huang et al. 2001). Versuche in unserer eigenen Gruppe, CD95 
Antikörper zur Allodepletion in vitro einzusetzen, führten zu unbefriedigenden 
Ergebnissen und wurden nicht weiter verfolgt.  
Für die Apoptoseinduktion durch membranständigen CD95L ist eine höhere 
Effektivität im Vergleich zu CD95 Antikörpern oder löslichem CD95L 
beschrieben (Suda et al. 1997, Tanaka et al. 1998, Hoves et al. 2004). Daher  
nutzten Dulat und Mitarbeiter (2001) CD95L exprimierende Zellen zur 
Reduktion allospezifischer Immunantwort.  Die humane embryonale Nieren Zell-
Linie 293 wurde mit humaner CD95L DNA transfiziert, um im allogenen 
Stimulationssystem Apoptose zu induzieren. Nach Kokultivierung humaner 
MNC mit CD95L exprimierenden 293 Zellen, konnte eine Reduktion der 




1.2.1.4 Antigenspezifität der CD95L vermittelten Apoptose 
Bezüglich der Frage, ob für die CD95L vermittelte Apoptoseinduktion eine 
antigenspezifische TCR-MHC Bindung durch die gleiche Zelle stattfinden muss 
oder ob alternativ aktivierte T-Zellen „unspezifisch“ durch CD95L exprimierende 
Zellen eliminiert werden können, gibt es widersprüchliche Aussagen. So gibt es 
Veröffentlichungen, in denen die Notwendigkeit von TCR und CD95 Stimulation 
durch die gleiche Zelle zur Apoptoseinduktion beschrieben ist (Lenardo et al. 
1999, Strauß et al. 2007), während andere Gruppen „unspezifisch“ Apoptose 
induzieren konnten (Dulat et al. 2001, O´Flaherty et al. 1997, Lau et al. 1996) 
wobei weitere Berichte über die Apoptoseinduktion durch sogenannten 
„Bystander“-Zellen ebenso für eine unspezifische Wirkungsweise sprechen.  
1.3 Regulatorische T-Zellen und GvHD 
Während die Apoptoseinduktion durch CD95/CD95L einen wichtigen 
molekularen Mechanismus der Immunhomöostase darstellt, repräsentieren 
regulatorische T-Zellen eine entscheidende zelluläre Komponente der 
Immunregulation. Ihre Hauptaufgabe wird in der Hemmung und Verhütung 
überschießender oder fehlgeleiteter Immunreaktionen gesehen. Die 
modulierenden Eigenschaften regulatorischer T-Zellen führten zu Versuchen, 
überschießende Immunreaktionen und GvHD mit Hilfe dieser Zellen zu 
beeinflussen. 
Die Regulation von Immunantworten durch Subpopulationen von T-Zellen 
wurde bereits in den 70er Jahren beschrieben: mehrere Gruppen berichteten 
von der Existenz sogenannter T-Suppressorzellen (Gershon et al. 1971, 
Kilshaw et al. 1975). Zwischenzeitlich in den Hintergrund gedrängt, gewann 
diese Idee in neuerer Zeit große Bedeutung, nachdem Suppressorzellen, nun 
als regulatorische T-Zellen bezeichnet, mittels Anwendung neuer Techniken 
nachgewiesen und selektiert werden konnten. 
Es gibt verschiedene Arten regulatorischer Zellen: CD4+ Regulatorische T-
Zellen vom Typ1 (TR1) und T-Helfer 3 (TH3) Zellen wurden vor allem im 
Mukosa-assoziierten Immunsystem beschrieben (Faria und Weiner, 1999, 
Weiner 2001, Roncarolo et al. 2001). Auch für Natürliche Killer (NK), NK-T-, und 
CD8+ T-Zellen sind regulatorische Eigenschaften beschrieben (Fillatreau et al. 
2002, Wang et al. 2001, Roncarolo und Lewings 2000, Sakaguchi 2000, Cosmi 
et al. 2003, Zeng et al. 2004). 
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Eine zentrale Rolle kommt den CD4+ regulatorischen T Zellen zu, welche 
konstitutiv CD25, die α-Kette des Interleukin 2 Rezeptors, exprimieren. Im 
Tiermodell zeigten Hall und Mitarbeitern 1985 erstmals einen Einfluss dieser 
Zellen auf die Erzeugung von Transplantationstoleranz. Die zentrale Bedeutung 
dieser Zellen wurde anhand von Experimenten bewiesen, in denen gezeigt 
wurde, dass thymektomierte neugeborene Mäuse paradoxerweise ein 
Autoimmun-Syndrom entwickelten, was auf das Fehlen von CD4+CD25+ T-
Zellen zurückgeführt werden konnte (Sakaguchi et al. 1995, Asano et al. 1996).  
1.3.1 CD4+CD25+FoxP3+ regulatorische T-Zellen (Treg) 
Charakteristisch für CD4+CD25+ T-Zellen, im Folgenden als Treg bezeichnet, ist 
die Expression des Forkhead-Transkriptionsfaktors FoxP3. CD4+CD25+FoxP3+ 
T-Zellen wurden zunächst in murinen Modellen untersucht. Sie inhibieren 
sowohl die Induktion als auch die Effektorfunktion autoreaktiver T-Zellen 
(Sakaguchi et al. 1995, Suri-Payer et al. 1998). Außerdem wurde gezeigt, dass 
sie in der Lage sind, Transplantatabstoßungsreaktionen und GvHD 
abzuschwächen oder sogar zu verhindern (Hoffmann et al. 2002, Taylor et al. 
2002, Cohen et al. 2002, Edinger et al. 2003, Wood und Sakaguchi 2003, 
Trenado et al. 2003, 2004, Waldmann et al. 2004, Joffre et al. 2004, Hauben et 
al. 2005, Cohen und Salomon 2005, Salomon et al. 2006, Hoffmann und 
Edinger 2006). Treg werden im Thymus generiert  und werden auch als 
natürliche regulatorische T-Zellen bezeichnet (Suri-Payer et al. 1998, Itoh et al. 
1999, Fontenot et al. 2005).  Darüberhinaus herrscht mittlerweile Einigkeit über 
eine thymusunabhängige Induktion von Treg aus CD25-CD4+ T-Zellen in der 
Peripherie (Curotto de Lafaille et al. 2004, Apostolou und v. Boehmer 2004, 
Kretschmer et al. 2005, Walker et al. 2005, Liang et al. 2005). 
Es existieren verschiedenen Protokolle, murine und humane Treg in vitro nach 
Antigenstimulation oder/und Stimulation mit anti-CD3 und anti-CD28 unter 
Zugabe von IL2 zur Expansion zu bringen (Levings et al. 2001,  Hoffmann et al. 
2004, Tang et al. 2004, Godfrey et al. 2004-2). Für eine mögliche klinische 
Anwendung ist die Generierung bzw. Anreicherung antigenspezifischer Treg von 






1.3.1.1 Treg – Linienspezifikation durch den Forkhead- Transkriptionsfaktor 
FoxP3  
Auf der Suche nach einem Linien-spezifischen Marker für Treg war die 
Identifikation von Mutationen im FoxP3-Gen ein wichtiger Wegweiser. Diese 
wurden bei der sogenannten „scurfy“ Maus, sowie beim humanen Autoimmun-
syndrom IPEX (für: Immundysregulation, Polyendokrinopathie, Enteropathie, X-
linked) beobachtet (Brunkow et al. 2001, Wildin et al. 2001, Bennett et al. 2001, 
Fontenot und Rudensky, 2005). FoxP3 (Fox von forkhead box) gehört zu einer 
Familie von Transkriptionsfaktoren, die eine sogenannte „winged helix-
forkhead“ DNA-Bindungsdomäne aufweisen. Die Ähnlichkeit der Befunde bei 
„scurfy“ Mäusen und bei Mäusen, bei denen CD4+CD25+-T Zellen depletiert 
worden waren, führte zu Untersuchungen der FoxP3-Expression in CD4+CD25+ 
T-Zellen. Es zeigte sich, dass die Expression dieses Gens eng mit 
regulatorischen Funktionen assoziiert war. FoxP3 erwies sich dabei als 
essentiell für die Entwicklung und Funktion von Treg  (Hori et al. 2003, Fontenot 
et al. 2003, 2005, Gavin et al. 2007, Williams und Rudensky, 2007, Kim et al. 
2007, Lahl et al. 2007). Darüberhinaus konnte durch Expression von FoxP3 in 
nicht regulatorischen T-Zellen Suppressoraktivität induziert werden (Fontenot et 
al. 2003, Hori et al. 2003, Khattri et al. 2003). FoxP3 scheint dabei für die 
Kontrolle von Treg- assoziierten Genen wie CD25, CTLA-4 und GITR 
verantwortlich zu sein  (Sakaguchi, 2005).  
Eine ausschließlich linienspezifische Expression von FoxP3 auf murinen 
regulatorischen T-Zellen scheint jedoch für humane Zellen nicht  zuzutreffen:  
Neben der konstitutiven Expression von FoxP3 auf humanen regulatorischen T-
Zellen konnte der Transkriptionsfaktor auch nach Stimulation in CD4+ und/oder 
CD8+ T-Zellen nachgewiesen werden (Walker et al. 2003, Allan et al. 2005, 
Morgan et al. 2005, Gavin et al. 2006, Wang et al. 2007), ohne dass die Zellen 
dadurch unbedingt suppressorische Aktivität erhielten (Gavin et al. 2006, Wang 
et al. 2007). Während die FoxP3-Expression muriner T-Zellen bislang sowohl 
notwendig als auch hinreichend für die Definition von Treg gilt, kann die FoxP3-
Expression in humanen Zellen daher nicht absolut als linienspezifisch für Treg 
gesehen werden.  
1.3.1.2 Funktionelle Eigenschaften von Treg 
Treg inhibieren Effektor-T-Zellen sowohl direkt, als auch indirekt über die 
Inhibition von Antigen-präsentierenden Zellen. Die Suppression ist im 
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Allgemeinen zellkontakt-abhängig, die Beteiligung einer kontakt-unabhängigen 
Suppression über Cytokine wie TGFβ oder IL10 wird allerdings diskutiert (Abb. 
1.3.). 
Treg sind charakterisiert durch Anergie nach in vitro-Stimulation: sie proliferieren 
nicht nach TCR-Kreuzvernetzung und produzieren kein IL-2. Allerdings 
verhalten sich Treg in vivo anders und zeigen hier eine MHC Klasse II abhängige 
Proliferation (Fontenot und Rudensky 2005). Sowohl in vivo, als auch in vitro 
wurde IL-2 als essentiell für die Aktivierung von Treg und die Beibehaltung der 
CD25-Expression nachgewiesen (Furtado et al. 2002, Thornton et al. 2004). In 
vivo vermittelt IL-2 eine Feedback-Kontrolle zwischen Effektor-T-Zellen und Treg: 
von Effektor-T-Zellen sezerniertes IL-2 aktiviert Treg, welche wiederum die IL-2 
Produktion der Responder-T-Zellen inhibieren (Setoguchi et al. 2005). 
Physiologisch ist daher ein ausgewogenes Verhältnis von Treg und Effektor-T-
Zellen von großer Bedeutung. Ein Ungleichgewicht in Richtung Effektor-T-
Zellen kann überschießende Immunreaktionen und GvHD verursachen, 
andererseits kann ein Treg – Überhang zu einer generellen Immunsuppression 
führen, was eine abgeschwächte Infektions- bzw. Tumorabwehr zur Folge hat 
(Wood und Sakaguchi 2003, Zeng et al. 2004, Boettler et al. 2005, Yamaguchi 

















Abb. 1.3. Potentieller Wirkungsmechanismus regulatorischer T-Zellen. Treg vermitteln 
Suppression von CD4+ und CD8+ Effektor T-Zellen entweder direkt durch Treg-T-Zell 
Interaktionen oder indirekt über Antigen-präsentierende Zellen (APC). Die meisten in vitro 
Daten sprechen für die Beteiligung eines zellkontaktabhängigen Mechanismus, wobei der 
genaue Mechanismus nicht geklärt ist. In vivo sprechen Ergebnisse auch für eine 
zellkontakt-unabhängige Suppression durch Zytokine wie IL-10 und TGFβ. Die Aktivierung 
über den TCR und CTLA-4 steigert die Treg –Funktion, während die Signalübertragung durch 
GITR inhibierend wirkt. Modifiziert nach Wood und Sakaguchi, 2003.   
Vorteilhafte Funktionen von Treg : 
- T-Zell Homöostase 
- verhindern Autoimmunerkrankungen 
- Toleranz nach Transplantation 
- verhindern GvHD 
- verhindern Allergie 
- verhindern Hypersensitivität 
 
Nachteilige Effekte: 
- Verringerung der Tumorimmunität 















1.3.1.3 Antigenspezifität von Treg       
Effektor-T-Zellen erkennen über den T-Zell-Rezeptor (TCR) spezifisch Peptid 
Antigene, die von MHC-Komplexen präsentiert werden (Abschnitt 1.1.2). 
Demgegenüber ist die Antigenspezifität von Treg bislang nur unvollständig 
geklärt (Bach 2003, Belkaid und Rouse, 2005) (Abb. 1.4.). 
Für eine potentielle klinische Anwendung nach haploidentischer HSCT ist diese 
Frage von Bedeutung. Geht man von einer generellen Suppression durch Treg 
aus, so würde deren Verabreichung eine generelle Immunsuppression zur 
Folge haben – eine Situation, die konträr zu dem Ziel einer effektiven 
Immunrekonstitution stehen würde. Daher ist die Charakterisierung und 
Generierung bwz. Anreicherung antigenspezifischer Treg ein favorisiertes Ziel 
























Abb. 1.4. Modelle zur Antigenspezifität von Treg. a. Im Falle einer antigenspezifischen 
Regulation erkennen Treg das gleiche Antigen wie CD4+ oder CD8+ Effektor T-Zellen, obwohl 
sie nicht unbedingt spezifisch für das gleiche Epitop sein müssen. b. Alternativ könnten Treg
mit Effektor T-Zellen für homöostatische Signale konkurrieren. So könnten Effektor T-Zellen 
nur in der Abwesenheit von regulatorischen T-Zellen proliferieren. In diesem Modell sind Treg
und Effektor T-Zellen nicht spezifisch für das gleiche Antigen. (Modifiziert nach Bach, 2003).
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 Zielsetzung der Arbeit 
Die Entwicklung einer GvHD stellt eine Hauptkomplikation nach allogener 
Stammzelltransplantation dar. Eine wichtige Strategie zur Vermeidung dieser 
Komplikation ist die Entfernung von T-Zellen aus dem Transplantat, was 
allerdings zu einer lang anhaltenden Immundefizienz nach Transplantation 
führt. Zur Überbrückung dieses Problems wäre die Übertragung von Spender-T-
Zellen (Donor Lymphozyten Infusion, DLI) denkbar, die so aufgereinigt bzw. 
manipuliert sind, dass sie keine GvHD auslösen. Trotz intensiver Forschung 
vieler Arbeitsgruppen weltweit und deutlichen Fortschritten ist dies bislang nicht 
zuverlässig gelungen. 
Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer Methode, humane alloreaktive T-
Zellen selektiv mittels CD95L exprimierender Stimulatorzellen zu eliminieren.  
Voraussetzungen hierfür sollten geschaffen werden durch die:  
- Untersuchung der Apoptosesensitivität von T-Zellen in 
Allostimulationskulturen 
- Etablierung geeigneter (apoptoseresistenter) Zellen zur Transfektion mit 
CD95L. 
Schwerpunkte der Arbeit sollten sein: 
- Die Etablierung und Untersuchung von Systemen zur Aktivierung und 
Apoptoseinduktion in alloreaktiven T-Zellen, wobei 3 verschiedene Modelle 
untersucht werden sollten (Abb. 1.5. a-c) 
- Die Untersuchung von CD4+CD25+FoxP3+ T-Zellen innerhalb dieser 







































Abb. 1.5. a-c Drei Modelle zur Apoptoseinduktion allogen aktivierter T-Zellen durch 
CD95L exprimierende Zellen.  a.  Aktivierung und Apoptoseinduktion durch die gleichen, 
CD95L exprimierenden antigenpräsentierenden Zellen (APC). b. Aktivierung und 
Apoptoseinduktion sequentiell durch unterschiedliche, aber HLA-idente Zellen des gleichen 
Spenders. c. sequentielle Aktivierung und Apoptoseinduktion durch unterschiedliche, HLA nicht 
idente Zellen.  
d. Fragestellung Treg in den Modellen zur Apoptoseinduktion. Bleiben Treg nach CD95L 
induzierter Apoptose erhalten? Supprimieren diese Zellen  aktivierte T-Zellen? Ist diese 
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2 MATERIAL UND METHODEN 
2.1 Material 
2.1.1 Chemikalien 
Soweit nicht anders angegeben, wurden Chemikalien der Firmen Merck 
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma (Taufkirchen), AppliChem (Darmstadt) 
und Fluka (Neu-Ulm) verwendet. 
2.1.2 Materialien für die Isolierung, Kultivierung und Aufbewahrung von 
Zellen  
Aqua ad injectabilia        Braun, Melsungen 
Dimethylsulfoxid (DMSO)      Sigma, Taufkirchen 
Dulbeccos Minimal Essential Medium 
(DMEM)          Gibco, Paisley, Schottland 
Ficoll           Biochrom AG, Berlin 
Fötales Kälberserum        PAN Biotech GmBH, Aidenbach 
Glutamin           Gibco, Paisley, Schottland 
Hepes           Biochrom AG, Berlin 
Penicillin/Streptomycin        Gibco, Paisley, Schottland 
Phosphate Buffered Saline Dulbeccos   
w/o Ca/Mg (PBS)        Biochrom AG, Berlin 
RPMI 1640 Medium        Biochrom AG, Berlin  
Trypanblau          Merck, Darmstadt 
Trypsin           Biochrom AG, Berlin 
 
komplettes RPMI Medium      
RPMI 1640 
FCS    10% 
Penicillin   100U/ml 
Streptomycin  100 µg/ml 
Glutamin   2mM 
 
komplettes DMEM Medium (Fibroblastenmedium) 
DMEM 
FCS    10% 
Penicillin   100U/ml 
Streptomycin  100 µg/ml  
2.1.3 Reagenzien für die Stimulation von T-Zellen 
OKT3 (anti CD3)       CILAG, Sulzbach 
anti-CD28          BD Biosciences, Heidelberg 
Phythämagglutinin (PHA)      Gibco, Paisley, Schottland 
Ionomycin          Sigma, Taufkirchen 
Phorbol-Myristat-Acetat (PMA)     Sigma, Taufkirchen 
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2.1.4 Reagenzien für die Separation von Zellen 
anti-PE Microbeads        Miltenyi Biotec, Berg.-Gladbach 
RosetteSep® CD4 AB Cocktail      CellSystems, St. Katharinen 
 
MACS Puffer:  
PBS 
0,5% BSA           Serva, Heidelberg 
2mM EDTA         AppliChem, Darmstadt 
2.1.5 Reagenzien zur Apoptosedetektion 
Annexin V (PE und FITC konjugiert)    BioCat GmBH, Heidelberg 
 
Annexin V Binding Puffer (ABP): 
10mM Hepes/NaOH pH 7,4 
140mM NaCl 
 5mM CaCl2  
2.1.6 Sonstige Zell-Kultur Materialien 
Metalloproteinase-Inhibitor (KB8301)   Pharmingen, San Diego, USA 
Caspase-Inhibitor zVAD       Bachem, Weil am Rhein 
Mitomycin C          Sigma, Taufkirchen 
CD95L-ELISA          Merck, Darmstadt 
sFasL            Alexis, Grünberg 
Fas:Fc Fusions Protein        BD , Heidelberg 
2.1.7 Reagenzien zur Färbung, Markierung und Fixierung von Zellen 
Streptavidin-PE         Dako Diagnostika 
Calcein AM          MoBiTec GmBH, Göttingen 
3-H Thymidin          Amersham Biosciences, Freiburg 
Paraformaldehyd reinst (PFA)      Merck, Darmstadt 
Saponin von Quilaja Bark       Sigma, Taufkirchen 
Methanol           Riedel-de Haen, Seelze 
Ethanol           Merck, Darmstadt 
Prolong Antifade Kit        MoBiTec GmBH, Göttingen 
Octagam (Humanes Immunglobulin)    Octapharma, Lachen, Schweiz 
EAS (enzymatic amplification staining)-Kit  Flow-Amp-Systems Ltd, 
Cleveland 
2.1.8 Antikörper 
Bei der Auflistung werden die humanen Antigene bezeichnet, gegen die die 
Antikörper gerichtet sind (z.B. CD3 für anti-CD3). Wenn nicht anders erwähnt, 
handelt es sich um Maus-Antikörper gegen humane Antigene.  
 
Isotypkontrollen   Markierung Bezugsquelle 
Maus-IgG1   keine, FITC, PE Dako 
Maus-IgG1   PE-Cy5 BD  
Maus-IgG1   Biotin BD  
Maus-IgG2a   PE-Cy5 BD  
Maus-IgG3   keine BD  
Hamster-IgG   Biotin Immunotech 
Ratte-IgG   FITC, keine BD  
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 Spezifität AK-Typ Klon/ 
Name 
Markierung Bezugsquelle 
CD3 IgG1 UCHT1 PE, PE-Cy5, FITC Dako 
CD4 IgG1 MT310 PE, PE-Cy5, FITC Dako 
CD4 IgG1 SK3 Biotin BD  
CD4 IgG2a Edu-2 keine MoBiTec 
CD8 IgG1 DK25 PE, PE-Cy5, FITC Dako 
CD14 IgG2a TÜK4 PE Dako 
CD16 IgG1 3G8 PE Immunotech 
CD19 IgG1 HD37 PE,  FITC Dako 
CD20 IgG1 B-Ly1 PE,  FITC Dako 
CD25 IgG1 ACT-1 PE, FITC Dako  
CD25 IgG1 2A3 APC BD  
CD25 IgG1 M-A251 PE-Cy5 BD  
CD56 IgG1 MOC-1 PE Dako 
CD71 IgG1 Ber-T9 PE Dako 
CD71 IgG2a M-A712 PE-Cy5 BD  
CD95 IgG1 DX2 PE BD  
CD95 IgM CH11 keine Immunotech 
CD95 IgG1 UB-2 FITC Immunotech 
CD95 IgG3 Apo-1 keine laboreigen 
CD95L IgG1 Nok1 Biotin BD  
CD95L IgG1 Nok1 keine, NA/LE BD  
CD95L IgG1 G247  keine  BD  
CD95L IgG1 BR17 Biotin Diaclone 
CD95L IgG Hamster 4H9 Biotin Immunotech 
CD95L IgG1 5G5 keine K. Schultze-Ostroff 
CD95L IgG2a Ratte H11 FITC Alexis 
GITR IgG1 110416 PE RnD Systems 
HLA-DR IgG2a G46-6 PE, PE-Cy5 BD  
     
Sekundär-AK     
Ziege-anti-Maus-IgG   HRP Santa-Cruz 
Ziege-anti-Maus IgG2a   Alexa Fluor® 350 MoBiTec 
Ziege-anti-Maus IgG   PE, FITC Caltac 
Ziege-anti-Maus Ig   Biotin Dako 
Kaninchen-anti-Ratte Ig   Biotin Dako 
 
Tab. 2.1. Antikörper 
Firmen: DakoCytomation, Hamburg; BD Biosciences/Pharmingen, Heidelberg; Immunotech, 
Marseille, Frankreich; Diaclone, Besançon, Frankreich; RnD Systems, Wiesbaden; MoBiTec, 
Göttingen, Alexis, Grünberg; Santa Cruz, Heidelberg.  
 
2.1.9 Zellen  
2.1.9.1 Primäre Zellen 
Mononukleäre Zellen (MNC) 
wurden isoliert aus: 
- peripherem Blut freiwilliger Spender (HLA typisiert)  
- Buffy Coats freiwilliger Spender (DRK-Blutspendezentrale Ulm) 
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Nabelschnur MNC 









wurden aus peripheren B-Zellen freiwilliger Spender (HLA typisiert, s. Tab. 2.2.) 
generiert. Zur Transformation und Immortalisierung  wurden MNC aus 15-20 ml 
Heparinblut isoliert und mit Ebstein-Barr-Virus (EBV) – Überstand kultiviert. 10x106 
MNC wurden in 2,5 ml RPMI/10% FCS aufgenommen und mit 2,5 ml EBV-Überstand 
in 50ml Röhrchen für 2 Std bei 37°C (Wasserbad) inkubiert. Nach Zugabe von 5ml 
komplettem RPMI/5µg CSA (Cyclosporin A) wurde die Zellsuspension in eine 25 cm2 
Kulturflasche überführt und bei 37°C / 6,5% CO2 kultiviert. Nach ca. 2 Wochen konnten 
Zellaggregate im Invertoskop beobachtet werden. Je nach Wachstum wurde 
verbrauchtes Medium durch frisches ersetzt und die Zellen expandiert. 
 
C1R- und C1R-A1  
C1R Zellen wurden aus einer normalen EBV-B-Zellinie (Licr.Lon.Hmy2, Edwards et al. 
1982) gewonnen, indem nach γ-Bestrahlung eine Mutante selektioniert wurde (Storkus 
et al, 1987), die kein HLA-A, wenig HLA-B (HLA-B35 reduziert auf wenig Prozent der 
parentalen Expression, Zemmour et al, 1992) und normale Mengen an HLA-Cw4 
exprimieren (s. Tabelle). C1R-A1 Zellen wurden durch Transfektion der C1R-Zellen mit 
HLA-A1 generiert (s. Tabelle). Die Zellen wurden freundlicherweise zur Verfügung 
gestellt von PD Dr. Wolfram Osen (DKFZ Heidelberg). 
 
Zellen HLA A HLA B HLA Cw 
EBV-B 1 2, 28 14, 44 5, 8 
EBV-B 2 2, 33 8, 57 3, 7 
EBV-B 3 3, 3 35, 37 4, 6 
Fibroblasten 3, 3 35, 37 4, 6 
C1R - 35 ↓ ↓ 4 
C1R-A1 1 35 ↓ ↓ 4 
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Jurkat  
Jurkat Zellen sind CD3 exprimierende T-Zellen, die ursprünglich von einem Patienten 
mit T-ALL stammen (Weiss A , et al., 1984). Die Zellen zeichnen sich durch eine hohe 




Bcl 2 überexprimierende Jurkat-Zellen, die eine reduzierte Empfindlichkeit für CD95 
vermittelte Apoptose aufweisen, wurden freundlicher Weise zur Verfügung gestellt von 
PD Dr. Simone Fulda (Forschungslabor Kinderklinik Ulm). 
 
Jurkat Caspase 8- 
Caspase 8 negative, apoptoseresistente Jurkat Zellen wurden freundlicher-weise zur 
Verfügung gestellt von PD Dr. Simone Fulda. (Juo et al. 1998). 
 
2.1.10 Reagenzien und Puffer für molekularbiologische Methoden  
2.1.10.1 RNA-Isolierung und RT-PCR 
Rneasy Protect Mini Kit        Quiagen, Hilden 
Superscript III RT-PCR Kit       Invitrogen, Karlsruhe 
6x Ladepuffer          Fermentas, St. Leon-Rot 
100bp DNA Ladder         Fermentas, St. Leon-Rot 
Marker VIII           Roche, Mannheim 
 
TAE Puffer (10x): 
Tris-HCl (pH 7,8)    500mM 
Na-Acetat     200mM 
EDTA          20mM 
2.1.10.2 Klonierung und Transfektion 
Ampicillin            Sigma, Taufkirchen 
G418 (Genetecin)          Sigma, Taufkirchen 
Puromycin            Clontech, CA, USA 
pPUR Vector,  pIRES puro 2      Clontech, CA, USA     
Xba1             Gibco, Paisley, Schottland 
Pvu I, EcoR1, EcoR2, Sca1        Roche, Mannheim 
alkaline Phosphatase (Shrimp)       Roche, Mannheim 
Rapid DNA Ligation Kit         Roche, Mannheim 
Elongase Amplific. Syst.        Invitrogen, Karlsruhe 
Endofree Plasmid Kit         Quiagen, Hilden 
Qiaquick PCR-purification Kit      Quiagen, Hilden  
Marker III            Roche, Mannheim 
Marker IV            Roche, Mannheim 
T4-DNA Ligase           Roche, Mannheim 
Bacto-Agar            BD, Heidelberg 
DH5αTM kompetente Zellen 
(subcloning efficiancy)        Gibco, Paisley, Schottland 
Transfection Reagent Selector Kit      Quiagen, Hilden 
LipofectamineTM Reagent        Life Technologies, Karlsruhe 
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TBE Puffer (5x):       TE Puffer (10x):   
Tris-HCl, pH 8,3    500mM  Tris-HCl (pH 7,6)           0,1M 
Borsäure      500mM  EDTA                 10mM 
EDTA            10mM 
 
LB (Luria-Bertani) Medium (5x) (autoklaviert): 
Trypton          50g 
Hefeextrakt         25g 
NaCl           25g 
dH2O          ad 1000ml 
pH auf 7,0 eingestellt 
 
LB-Amp Medium 
LB Medium + 50 µg/ml Ampicillin (nach Autoklavierung und Abkühlung zugegeben) 
 
LB Agar (autoklaviert):    LB-Amp Agar  
32g Bacto-Agar       Nach Autoklavierung auf 50°C abgekühlt 
in 1000ml LB Medium     + 50 µg/ml Ampicillin 
 
SOC medium 
Trypton                     20g 
Hefeextrakt                 5g 
NaCl                            0.5g 
1M KCl                        2.5ml 
dH2O             ad   1000 ml 
 
pH auf 7,0 eingestellt mit 10N NaOH, Autoklavierung,  20 ml sterile  Glucose (1M) 
direkt vor Gebrauch zugegeben 
 
2.1.10.3 Oligonukleotide 
Oligonukleotide wurden von Biomers.net GmbH, Ulm synthetisiert. Alle 
Sequenzen sind in 5´→ 3´  Leserichtung angegeben. 
Primer für die Umklonierung von hFL D4 (CD95L mit deletierter Shedding-
Stelle) 
5´-Primer GCG CGA ATT CCT ACA GGA CTG AGA AGA AGT  
3´-Primer GCG CGA ATT CAC ATT CTC GGT GCC TGT AAC 
grau hervorgehoben: EcoR1 Erkennungssequenz 
 
Primer für den Nachweis von FoxP3 
5´-Primer  CAC AAC ATG CGA CCC CCT TTC ACC TAC 
3´-Primer GCA GGC AAG ACA GTG GAA ACC TCA CTT C 
Länge des RT-PCR Fragmentes: 431 bp 
Primer für den Nachweis von GAPDH 
5´-Primer ACG GAT TTG GTC GTA TTG GGC G 
3´-Primer CTC CTG GAA GAT GGT GAT GG 
Länge des RT-PCR Fragmentes: 200 bp 
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2.1.10.4 Vektoren und Konstrukte 
Alle verwendeten Vektoren enthielten ein Ampicillin-Resistenzgen für die 
Selektion transformierter Bakterien. 
Selektionsvektor pPur (Clontech, CA, USA) 
 
 
pPur ist ein Selektionsplasmid, das unter dem Promotor des Simian Virus 40 (SV40) eine 
Puromycinresistenz auf eukaryotische Zellen überträgt, so dass pPur für die Selektion stabil 
transformierter Zell-Linien verwendet werden kann. Das Plasmid wird hierzu mit einem anderen 
Vektor, der das gewünschte Gen enthält, kotransfiziert. 
Konstrukt pEF-hFL D4 (freundlicherweise zur Verfügung gestellt von S.Nagata) 
 
 
Die CD95L DNA (hFL D4: humaner Fas Ligand, Klon D4), die für dieses Konstrukt verwendet 
wurde ist an der Reaktionsstelle für Metalloproteinasen (cleaving-site) deletiert, so dass das 
Molekül nach Expression nicht mehr von der Zelloberfläche abgespalten werden kann. Die DNA 
ist in die Xba1-Stelle des pEF-BOS Vektors (S. Mizushima und S. Nagata, Nuc. Acids Res., 18: 
5322, 1990) einkloniert. 
Für die für Transfektionen benötigte Vektorkontrolle wurde die hFL D4 DNA mittels Xba1-





Um zu garantieren, dass alle puromycinresistenten Zellen nach der Transfektion auch die 
gewünschte CD95L DNA enthalten, wurde die hFL D4 DNA in den pIRESpuro2 Vektor 
(Clontech, CA, USA) subkloniert. Dieser Vektor enthält den immediate early promotor aus dem 
humanen Cytomealievirus (CMV), die interne Ribosomeneintrittsstelle (IRES) aus dem 
Encephalomyocarditisvirus (ECMV) und ein Gen für die Kodierung der Puromycinresistenz 
(puromycin-N-acetyl-transferase). 
2.1.11 Geräte und sonstige Materialien 
Brutschränke         Heraeus, Hanau 
Einmalkanülen         Braun, Melsungen    
Einfrierröhrchen         Nunc/Nalgene,Rochester,NY,USA 
Einmalfilter          Nalgene, Rochester, NY, USA 
Einmalpipetten          Corning/Costar, NY, USA 
Einmalspritzen          Codan med. ApS, Rodby, DK 
Elektroporations System: Gene Pulser II   Bio-Rad, München 
Elektroporationsküvetten      Bio Rad, München 
Elisa-Reader         BioTek Instruments, Vermont, USA  
Filter für Harvester        Wallac, Turku, Finnland 
Gelapparaturen für Agarosegele     Appligene, Illkirch, Frankreich 
Glaswaren          Merck, Darmstadt 
PASV40 Puror 
PASV40 EF-1 α hFL D4 
PACMV PurorhFL D4 IRES
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Laminar-Air Flow Bank       Heraeus, Hanau 
Magnetrührer         Heidolph, Kelheim 
Mastercycler Gradient        Eppendorf, Hamburg 
Microzentrifuge         Eppendorf, Hamburg 
Multipipette          Brand, Wertheim 
pH Meter          WTW, Weilheim 
Photometer          Pharmacia Biotech (Amersham) 
Pipetten          Eppendorf, Hamburg 
Plastikwaren für die Zellkultur     Greiner, Frickenhausen 
BD Biosciences, Heidelberg 
Eppendorf, Hamburg 
Power Supply (Spannungsgeräte)    Pharmacia-Biotech (Amersham)  
Quiagen Säulen        Quiagen, Hilden 
Schüttelinkubator        Edmund Bühler GmbH, Tübingen 
Top count Szintillationszähler     Packard, Dreieich 
Vortex           Scientific Industries, Bohemia, USA 
Waagen          Sartorius, Göttingen;    
            Mettler-Toledo, Schweiz 
Wasserbäder         Köttermann, Uetze/Hänigsen 
            GFL, Münster 
Zell-Harvester          Inotech, Dottikon, Schweiz 
Zentrifuge          Heraeus, Hanau 
 
Durchflußzytometrie: 
Coulter Epics XL         Coulter, Krefeld 
FacsCalibur          BD Biosciences, Heidelberg 
Cytometerröhrchen        WICOM, Heppenheim 
 
Mikroskopie: 
Phasenkontrastmikroskop      Carl Zeiss Ag, Oberkochen 
Invertoskop          Carl Zeiss Ag, Oberkochen 
Fluoreszenzmikroskop: Olympus AX70    Olympus Optical, Hamburg 
Objektträger         Marienfeld GmbH, Lauda- 
Königshofen 
Kulturobjektträger        BD Biosciences, Heidelberg 
 
Magnetseparatoren: 
Vario-MACS         Milteny Biotec, Berg. Gladbach 
Midi-MACS          Milteny Biotec, Berg. Gladbach 
Separationssäulen (LD und LS)      Milteny Biotec, Bergisch  
Gladbach 
2.2 Zellbiologische Methoden 
2.2.1 Allgemeine Zellkulturbedingungen 
Alle Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C und 6,5% CO2 in komplettem 
Kulturmedium (s. Material Abschnitt 2.1.2) kultiviert. FCS wurde generell für 45 
Min. bei 56°C komplement-inaktiviert. Zur Bestimmung der Lebendzellzahl 
wurden Zellen aus Suspensionskulturen oder frisch trypsinierte Zellen im 
Volumenverhältnis 1:2 mit Trypanblau-Lösung (0,125%) gemischt. Zellen 
wurden, wenn nicht anders erwähnt durch Zentrifugation (5 Min.; 1400 U/min, 
421g) sedimentiert.  
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2.2.2 Isolierung mononukleärer Zellen (mononuclear cells, MNC) 
MNC wurden entweder aus peripherem Blut, Buffy Coats (BC), 
Leukapheresepräparaten oder Nabelschnurblut nach Standardverfahren über 
einen Dichtegradienten (Ficoll, Dichte 1,077g/ml) isoliert.  Blut wurde hierzu mit 
PBS im Verhältnis 1:1, Buffy Coats und Leukapheresepräparate im Verhältnis 
1:5 verdünnt und 35 ml über 15 ml (50 ml Röhrchen), bzw. 10 ml über 5 ml (15 
ml Röhrchen) Ficoll geschichtet. Nach Zentrifugation (25 Min. bei 1370 U/min, 
400 G) wurde die Interphase aus mononukleären Zellen abgehoben und in PBS 
gewaschen (10 Min. bei 1800 U/min). Um die Thrombozyten zu entfernen 
wurden die Zellen für 10 Minuten bei 800 U/min (140 G) zentrifugiert. Die 
Zellzahl wurde durch Auszählen in einer Neubauer-Zählkammer, die Viabilität 
mittels Trypanblaufärbung bestimmt. 
2.2.3 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen 
Nach der Zentrifugation von maximal 5x107 Zellen (5 Min.  bei 1400 U/min) 
wurden diese in 1 ml FCS/10% DMSO (Einfriermedium) resuspendiert und 
rasch bei –80°C eingefroren. Bei einer höheren Zellzahl wurde entsprechend 
mehr Einfriermedium verwendet. Zur endgültigen Lagerung wurden die Zellen 
frühestens 24h nach dem Einfrieren in flüssigen Stickstoff (-196°C) überführt. 
Zum Auftauen wurden die Einfrierampullen direkt nach der Entnahme aus dem 
Stickstofftank in ein 37°C warmes Wasserbad gestellt. Die angetaute 
Zellsuspension wurde in größere Zentrifugationsröhrchen überführt, wo sie mit 
kompletten RPMI Medium (bei Fibroblasten DMEM Medium) im Verhältnis 1:10 
gemischt wurden. Die Zellen wurden abzentrifugiert, in PBS gewaschen, 
anschließend in Medium aufgenommen und die Zellzahl bestimmt.  
2.2.4 Produktion von „Feeder-Zellen“ bzw. 3rd-party Zellen 
MNC aus 5 verschiedenen Buffy coats wurden isoliert und zur Inhibierung der 
Proliferation jeweils mit 20 Gy bestrahlt. Anschließend wurden die Zellen 
gepoolt und in Konzentrationen von 5-20 x 106 / Ampulle kryokonserviert. Je 
nach Anwendung wurden so gewonnene und aufbereitete Zellen als Feeder-
oder als 3rd-party Zellen bezeichnet. Feeder-Zellen (Accessory-cells) dienen der 
Produktion von Zytokinen und wurden in Langzeit Stimulationskulturen mit PHA 
verwendet (s. 2.2.6.1.). 3rd-party Zellen repräsentieren einen Pool 
unterschiedlicher Allo-Antigene und wurden zur allogenen Stimulation 
verwendet (s. 2.2.6.4.). 
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2.2.5 Kultivierung von lymphatischen Zelllinien (EBV-B, Jurkat, Jurkat 
Caspase 8-, Jurkat-bcl2, C1R, C1R-A1) 
Alle verwendeten lymphatischen Zelllinien wuchsen als Suspensionszellen mit 
Ausnahme von semiadherenten C1R-Zellen. Bis zu 15x106 Zellen wurden in 25 
cm2, bis zu 60x106 Zellen in 75 cm2, höhere Zellmengen in  150 cm2 
Kulturflaschen gehalten. Die Zellen wurden in komplettem RPMI Medium in 
einer Konzentration von 1-2x106/ ml kultiviert. 2x pro Woche wurde das Medium 
gewechselt, hierzu wurden die Suspensionskulturen nach Abnahme des 
verbrauchten Mediums so verdünnt, dass die ursprüngliche Zellkonzentration 
von 1-2x106/ ml erreicht wurde. C1R- und C1R-A1 Zellen wurden nach 
Abnahme des verbrauchten Mediums von der Kulturflaschenwand geklopft und 
gespült und anschließend wie oben verdünnt. 
2.2.6 Kultivierung von Fibroblasten 
Humane Fibroblasten wurden aus einer Hautbiopsie gewonnen, indem das 
Biopsat in eine runde Kulturschale (ø100mm) mit zunächst wenig 
Fibroblastenmedium überführt und mit einem Skalpell zerkleinert wurde. Nach 
Auffüllen der Schale mit 10 ml Fibroblastenmedium erfolgte die Kultivierung bei 
37°C. Die Fibroblasten adhärierten um die Biopsate am Boden der Kulturschale 
und proliferierten von dort aus. Zur Expansion wurden die Zellen nach 
Konfluenz mit Trypsin oder Accutase abgelöst (5-10 Min. Inkubation bei 37C, 
mikroskopische Kontrolle), mit PBS gewaschen und in der doppelten Menge 
des ursprünglichen Mediums (20 ml) aufgenommen. Jeweils 10 ml mit ca. 
1x106 Zellen wurden in 25cm2 Kulturflaschen ausgesät. Einmal pro Woche 
wurde das Medium gegen frisches ausgetauscht. Bei konfluenter Bewachsung 
konnten die Zellen expandiert werden. Jeweils ein Teil der Zellen wurde 
regelmäßig kryokonserviert, um später darauf zurückgreifen zu können. Eine 
kontinuierliche Expansion war bis zu 12 Wochen nach Aussäen der Zellen 
(Biopsieentnahme) möglich, danach wurden alle Zellen eingefroren und für 
Experimente gezielt wieder aufgetaut. Nach dem Auftauen proliferierten die 
Zellen noch über ca. 8 Wochen weiter und stellten dann die Proliferation ein.  
2.2.7 Kultivierung und Stimulation primärer lymphatischer Zellen 
Primäre lymphatische Zellen können nicht ohne Stimulation über längere Zeit in 
Kultur gehalten werden. Die nachfolgend im Detail aufgeführten 
Stimulationsmethoden dienten zur Expansion von T-Zellen bzw. zur 
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Untersuchung aktivierter T-Zellen. Prinzipiell wurden die Zellen während der 
Stimulation  in komplettem RPMI Medium in einer Konzentration von 1-2 x 106/ 
ml kultiviert.  
2.2.7.1 Stimulation mit Phythämagglutinin (PHA) 
Das polyklonale Mitogen PHA ist ein Glykoprotein, das aus der Gartenbohne 
Phaseolus vulgaris gewonnen wird. Für die Stimulation mit PHA wurden MNC 
anfangs in einer Konzentration von 1,5 x 106 / 2 ml / Vertiefung in einer 24 well 
Kulturplatte ausgesät. Dem Medium wurden 0,5% PHA und 100iE IL2 / ml 
hinzugefügt. Zweimal pro Woche wurde die Hälfte des Mediums durch frisches 
Medium/PHA/IL2 ersetzt. Zur Expansion wurden die PHA-Blasten in einer 
Konzentration von 1x106 Zellen/ ml in Zellkulturflaschen umgesetzt. Für die 
Proliferation nach PHA-Stimulation werden sogenannte Feeder-Zellen 
(accessory-cells) benötigt, die u.a. über eine Verstärkung der IL-2-Rezeptor 
Expression wirken (Oudrhiri et.al. 1985).  Accessory-cells (B-Zellen, 
Monozyten) sind zu Beginn der Kultur in den MNC vorhanden. Da diese Zellen 
nicht proliferieren, wurden während der Stimulationskultur einmal pro Woche 
bestrahlte Feeder-Zellen (s. 2.2.4) in einer Konzentration von 1:1 zugegeben.  
2.2.7.2 Stimulation mit gebundenem anti-CD3 (OKT3) 
Physiologisch erfolgt die Aktivierung von T-Zellen über den T-Zellrezeptor 
(TCR), der mit dem CD3 Molekül assoziiert ist und costimulatorischen 
Molekülen. Durch Kreuzvernetzung der CD3 Moleküle mit an Kunststoffplatten 
gebundenem anti-CD3 (OKT3) lassen sich T-Zellen auch ohne Costimulation in 
vitro stimulieren . Hierzu wurden die Kulturplatten vor dem Aussäen der Zellen 
mit 1 µg/ ml OKT3 in PBS für 2h bei 37°C inkubiert und anschließend 2x mit 
PBS gewaschen. Nach der Bindung von OKT3 an die Kunststoffplatten wurden 
1x106 MNC/ ml in komplettem RPMI + 100iE IL2/ ml ausgesät. Zur Expansion 
wurden die Zellen 1x/Woche in frisch mit OKT3 gebundene Platten umgesetzt 
und mit neuem Medium/IL2 auf eine Konzentration von 1x 106/ ml verdünnt. 
Einmal pro Woche wurde die Hälfte des verbrauchten Mediums durch frisches 
ersetzt.  
2.2.7.3 Stimulation mit löslichem anti-CD3 (OKT3) und anti-CD28 
Proliferation von T-Zellen durch lösliches anti-CD3 kann nur in Verbindung mit 
der Aktivierung des costimulatorischen Moleküls CD28 erreicht werden. OKT3 
und anti-CD28 wurden in einer Konzentration von je 0,5 µg/ ml in komplettem 
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RPMI + 100iE IL2/ ml eingesetzt. Das verbrauchte Medium wurde 2x/Woche 
durch frisches Medium/IL2/OKT3/CD28 ersetzt. 
2.2.7.4 Stimulation mit allogenen Zellen in der gemischten Lymphozyten-
kultur (mixed lymphocyte culture, MLC) 
Als allogene Stimuli für T-Zellen (Responderzellen) wurden entweder HLA-
differente MNC, T-Zellen, 3rd-party Zellen (s.2.2.4) oder B-Zellen (Zell-Linien: 
EBV-B-Zellen und C1R-A1-Zellen) verwendet. Allogene Stimulatorzellen 
wurden zur Proliferationshemmung entweder mit 20 Gy (primäre MNC, T-
Zellen) bzw. 40 Gy (B-Zell-Linien) bestrahlt oder für 1 Std. bei 37°C mit 50 µg/ 
ml/ 107 Zellen Mitomycin C behandelt. T-Zellen und MNC wurden in einer 
Konzentration von 1:1, B-Zellen in einer Konzentration von 1:2 
Stimulator/Responder eingesetzt. Die Gesamtkonzentration der Zellen in 
komplettem RPMI betrug 1x106/ ml. Nach 5 Tagen erfolgte in der Regel die 
Restimulation mit frischen Stimulatorzellen. Verbrauchtes Medium wurde 2x/ 
Woche ausgetauscht.  
2.2.7.5 Stimulation für die Induktion von Oberflächen-CD95L auf T-Zellen 
Der Nachweis von membrangebundenem CD95L sollte auf der Zelloberfläche 
von aktivierten T-Zellen etabliert werden. Hierzu wurde ein Stimulationsprotokoll 
etabliert, mit dem der Nachweis reproduzierbar gelang: Primär wurden die 
Zellen durch eine der vier oben genannten Stimulationsmethoden (2.2.6.1.-
2.2.6.4) stimuliert. Die Aktivierung erfolgte optimalerweise über einen Zeitraum 
von > 14 Tagen. Zur Mobilisierung von CD95L auf die Zelloberfläche wurde 
entweder mit einer Kombination aus Ionomycin (0,5µg/ml) und PMA (Phorbol 
12-Myristat 13-Azetat) (10ng/ml) oder mit Ionomycin alleine in einer 
Konzentration von 1µg/ml für 20h bei 37°C stimuliert. Zur Vermeidung der 
Abspaltung von CD95L von der Zelloberfläche wurde der 
Metalloproteinaseinhibitor KB8301 (BD-Pharmingen) (1µl/ml) für die gesamte 2. 
Stimulationsdauer von 20h zugefügt. Zur Reduktion der Apoptoserate wurde in 
einigen Experimenten der Pancaspaseinhibitor zVAD (Z-Val-Ala-DL-Asp-
Fluoromethylketon) in einer Konzentration von 50µmol 1-2h vor der 
PMA/Ionomycin bzw. Ionomycinstimulation zugegeben.     
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2.2.8 Stimulation und Apoptoseinduktion mit CD95L exprimierenden C1R-
A1 Zellen im simultanen Kultursystem 
Bei Kokultivierung von MNC mit CD95L exprimierenden C1R-A1 Zellen wurde 
ein steigender Anteil von CD56+NK Zellen (bis zu 50%) beobachtet. Diese 
Zellen waren offenbar CD95L resistent und zeigten nach Kultur unverminderte 
zytotoxische Aktivität. Um ein Auswachsen dieser CD95L-resistenter NK-Zellen 
zu verhindern wurde zur Apoptoseinduktion mit CD95L ausschließlich mit CD56 
depletierten (CD56-) MNC gearbeitet. Die CD56 Depletion erfolgte wie unter 
2.2.10.2. beschrieben.  
Weiterhin beeinträchtigt ionisierende Strahlung die Expression und die 
biologische Aktivität von CD95L (Albanese et al. 2000 und eigene, nicht 
gezeigte Experimente), so dass für die Kokulturen nicht bestrahlte, sondern 
Mitomycin C-behandelte C1R-A1-CD95L bzw. C1R-A1-GFP Zellen verwendet 
wurden.   
CD56- MNC wurden im Verhältnis 2:1 mit Mitomycin C-behandelten (s. 2.2.6.4) 
C1R-A1-CD95L für 5 Tage kokultiviert. Viable T-Zellen wurden von 
apoptotischen Zellen und B-Zellen mittels magnetischer Depletion Annexin V- 
und CD19- positiver Zellen getrennt (2.2.10.2.) und für funktionelle Analysen 
verwendet.   
2.2.9 Apoptoseinduktion in allogen aktivierten T-Zellen mit CD95L-
exprimierenden Zellen (C1R/C1R-A1 oder Fibroblasten) im 
sequentiellen Kultursystem 
CD56 depletierte (CD56-) MNC wurden für 5 Tage mit HLA-differenten EBV-B-
Zellen stimuliert wie unter 2.2.6.4. beschrieben und viable MNC (>95% T-
Zellen) über einen Dichtegradienten mit Ficoll (2.2.9.4.) isoliert. 
Zur Apoptoseinduktion mit CD95L-exprimierenden C1R- bzw. C1R-A1-Zellen 
(Mitomycin C- behandelt, s. 2.2.6.4.) wurden allostimulierte T-Zellen und 
C1R/C1R-A1-CD95L im Verhältnis 2:1 für 3 Tage kokultiviert. 
Zur Apoptoseinduktion mit CD95L exprimierenden Fibroblasten wurden 10x106 
der allostimulierten T-Zellen in einer zu 60-70% mit Fibroblasten-CD95L 
bewachsenen 75cm2 Kulturflasche (ca. 0,5 x 106 Zellen) kultiviert. 
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2.2.10 Anreicherungsverfahren 
2.2.10.1 MACS® (Magnetic absorbant  cell separation) 
Das Prinzip der magnetischen Anreicherung besteht darin, dass Antikörper, an 
die magnetischen Partikel gekoppelt sind, spezifisch an Antigene einer 
definierten Zellpopulation in einem Zellgemisch binden. Diese kann dann 
mithilfe eines Magneten aus dem Gemisch separiert werden. Ist das Ziel die 
Entfernung der gebundenen Zellpopulation, spricht man von Negativselektion, 
ist die gebundene Fraktion die Zielpopulation, spricht man von Positivselektion.  
Für die MACS® Separation wurden Säulen verwendet, deren 
kunststoffbeschichtete, ferromagnetische Fasern im Feld eines starken 
Permanentmagneten ebenfalls magnetisch werden.  
MACS® wurde zur Positivselektion und Negativselektion von CD4+, CD8+ und 
CD3+ Zellen, zur Positivselektion von CD25+ Zellen, zur Negativselektion von 
CD25- Zellen und zur Entfernung apoptotischer Zellen, CD56+ Zellen und 
Erythrozyten verwendet.  In Tab. 2.3. sind die verwendeten Antikörper für die 
jeweilige Methode im Detail aufgelistet. 
Nach dem Waschen in PBS wurden bis zu 50 x 106 Zellen in 500 µl bzw. bis 
250 x 106 Zellen in 1000 µl PBS in einem 50 ml Röhrchen aufgenommen. Für 
die Blockierung unspezifischer Bindungen wurden die Zellen für 5 Min. mit 
humanem IgG (Oktagam) in einer Konzentration von 1:10 inkubiert. PE 
konjugierte Antikörper wurden in einer Konzentration von 1µg/100µl eingesetzt, 
bei Antikörpermischungen wurde jeder einzelne Antikörper in dieser 
Konzentration eingesetzt. Die Inkubation erfolgte bei RT lichtgeschützt für 15 
Minuten. Die Zellen wurden anschließend in 50 ml MACS®-Puffer gewaschen 
und in 500 bzw. 1000 µl MACS®-Puffer aufgenommen. In einem zweiten Schritt 
wurden 100 bzw. 200 µl Anti-PE-MACS® Beads zugegeben, die sich dann an 
die PE-konjugierten Antikörper hefteten.  Nach weiteren 15 Minuten 
lichtgeschützter Inkubation bei RT, erfolgte die Auftrennung der beladenen von 
unbeladenen Zellen mittels einer LD (Negativselektion) bzw. LS 
(Positivselektion) Separationssäule am Vario-MACS® Magneten. Die 
Negativfraktion wurde unter mehrfachen Waschen der Säule gesammelt. Die 
Positivfraktion wurde nach dem Waschen gewonnen, indem die Säule  aus dem 
Magnetfeld genommen und die gebundenen Zellen unter vorsichtigem Druck 
herausgelöst wurden. Die Reinheit der Zellpopulationen (95-99%) wurde durch 
Kontrolle der PE-positiven Fraktionen und evtl. Zusatzfärbungen der Zellen 
2. Material und Methoden 
 43
durchflußzytometrisch kontrolliert und bei Bedarf die Passage durch die Säule 









Positivselektion MNC CD4+ anti-CD4 Positivfraktion 
 MNC CD8+ anti-CD8 Positivfraktion 
 CD4+ CD25+ anti-CD25 Positivfraktion 
Negativselektion MNC CD4+ anti- CD8, 14, 15, 
16, 56, 19, 20, 
HLA-DR  
Negativfraktion 
 MNC CD8+ anti- CD4,14, 15, 
16, 56, 19, 20, 
HLA-DR  
Negativfraktion 
 CD4+ CD25- anti-CD25 Negativfraktion 
Entfernung einer MNC CD56+ anti-CD56 Negativfraktion 
defin. Population MNC Erythrozyten Glycophorin Negativfraktion 





Annexin V Negativfraktion 




2.2.10.2 Rosettierung und Dichtegradient (Rosette-SepTM) 
Die Rosette-SepTM Methode hat den Vorteil, dass keine mononukleäre Zellen 
isoliert werden müssen, um eine magnetische Separation anzuschließen, 
sondern dass direkt aus einem Vollblut-/ Buffy Coat-/ Leukapherese-Präparat 
die gewünschte Population separiert werden kann. Hierbei werden tetramere 
Antikörper-Komplexe verwendet, die zum einen an ungewünschte Zellen binden 
und zum anderen über Glycophorin A an Erythrozyten. So kommt es zur 
Rosettierung der nicht benötigten Zellen mit den Erythrozyten. Durch 
Zentrifugation über einen Ficoll-Dichtegradienten pelettieren die rosettierten 
Zellen, während die gewünschte Population aus der Interphase isoliert werden 
kann. Zur Anreicherung von CD4+ T-Zellen aus Buffy Coats bzw. aus 
Leukapherese-Präparaten wurde der CD4+-T-Zell RosetteSepTM Antikörper-
Cocktail der Firma CellSystems nach Angaben des Herstellers verwendet. Buffy 
Coats (ca. 1x109 Zellen) wurden mit 5 ml, Leukapherese-Zellen (3x109) mit 15 
ml Rosette-Sep Antikörper-Cocktail gemischt und nach 20 minütiger Inkubation 
bei RT vor der Schichtung auf Ficoll mit PBS 1:4 (BC-Zellen) bzw. 1:6 
(Leukapherese-Zellen) verdünnt. Die Reinheit der Anreicherung betrug 
zwischen 90-97%. 
 
Tab. 2.3. MACS-Selektion, Populationen, Selektionsmethode und Antikörper 
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2.2.10.3 Dichtegradient (Ficoll) zur Anreicherung lebender Zellen 
Zur Anreicherung lebender Zellen aus Zellkulturen oder nach 
Kryokonservierung wurden diese direkt aus der Kultur bzw. nach dem Auftauen 
über Ficoll geschichtet und zentrifugiert, wie unter 2.2.2. beschrieben. Durch die 
Dichtegradientenzentrifugation wurden tote Zellen pelletiert, während lebende 
Zellen aus der Interphase isoliert werden konnten. Nach einmaligem Waschen 
in PBS wurden die Zellen zur Weiterverwendung in Kulturmedium 
aufgenommen. 
2.2.11 Durchflußzytometrie 
Die Durchflusszytometrie  ermöglicht die Analyse von physikalischen und 
molekularen Eigenschaften von Zellen in einem Flüssigkeitsstrom. Die 
fluoreszenzaktivierte Zellanalyse (FACS = Fluorescence Activated Cell Sorting) 
eignet sich zur quantitativen Bestimmung von Oberflächenmolekülen und 
intrazellulären Proteinen auf Einzelzellebene. Grundlage ist die Markierung der 
Zellen mit Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikörpern/Reagenzien gegen 
definierte Antigene/Moleküle. Zur Analyse werden die Zellen einer                          
Einzelzellsuspension nacheinander an einem gebündelten Laserstrahl 
geeigneter Wellenlänge vorbeigeleitet. Bei exakter Anregung der Elektronen 
des Fluoreszenzfarbstoffes durch den monochromatischen Laserstrahl werden 
diese auf ein höheres Energieniveau gehoben. Nach dem Laserpuls fallen die 
Elektronen unter Abgabe von Energie (in Form von Photonen) auf ihr 
Ursprungsniveau zurück. Die emittierte Photonenkonzentration, die durch einen 
Photodetektor registriert wird, verhält sich proportional zur Menge an 
gebundenen Antikörpern pro Zelle. Zusätzlich werden durch die Lichtbeugung 
und –streuung Informationen über die Zellgröße (Vorwärtsstreuung, 
Forwardscatter, FSC) und die Granularität des Zytoplasmas (Seitwärtsstreuung, 
Sidescatter, SSC) gewonnen. Eine gleichzeitige FACS-Messung mit 
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen ist möglich, weil sich die eingesetzten 
Farbstoffe zwar bei einer gemeinsamen Wellenlänge anregen lassen aber über 
unterschiedliche, für den jeweiligen Farbstoff charakteristische 
Emmissionsspektren verfügen. Durch das „Gaten“ können in der 
Durchflußzytometrie Analysen auf definierte Zellpopulationen begrenzt werden. 
Gates können sowohl in der Streulichtanalyse als auch in der 
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Fluoreszenzanalyse gesetzt werden, indem man die relevanten Regionen in der 
Graphik markiert. 
2.2.11.1 Charakterisierung von Zellen anhand ihrer Größe und Granularität 
Durch die Analyse der Streulicht-Messergebnisse und ihrer graphischen 
Darstellung ließen sich Zellen ohne Fluoreszenzmarkierung bereits anhand 
ihrer Größe und Granularität unterscheiden. Dabei wurde auf der x-Achse das 
Vorwärtsstreulicht (FSC) und auf der y-Achse das Seitwärtsstreulicht (SSC) in 
einer Dot-Plot Graphik dargestellt. Durch Streulichtanalysen konnten lebende 
von toten Zellen, Lymphozyten von Granulozyten und Erythrozyten, ruhende 
von aktivierten Lymphozyten unterschieden werden. 
2.2.11.2 Markierung von Oberflächenantigenen 
105-106 Zellen wurden aus der Kultur in 5 ml- Zytometer-Meßröhrchen 
überführt, mit FACS-Puffer oder PBS gewaschen und in 100 µl FACS-Puffer 
oder PBS aufgenommen. Wenn vom Hersteller der Antikörper nichts anderes 
angegeben, wurde die Färbung mit 1 µg AK/Ansatz durchgeführt. Bei 
Mehrfachfärbungen mit direkt-konjugierten AK wurden alle AK gleichzeitig 
zugegeben. Zur Kontrolle wurden die Zellen mit der gleichen Menge 
entsprechender Isotypenkontrollen gefärbt. Die Inkubation erfolgte entweder für 
15 Min. bei RT oder für 30 Min. bei 4°C. Nach dem Waschen wurden die Zellen 
in 300 µl FACS-Puffer oder PBS aufgenommen und mit dem 
Durchflußzytometer analysiert. Bei der Verwendung unkonjugierter Antikörper, 
die mit einem markierten Sekundärantikörper gegen den Primärantikörper 
detektiert werden, wurde nach der Primärfärbung 2x gewaschen. 
Sekundärantikörper wurden in der Regel in einer Konzentration von 0,1 
µg/Ansatz verwendet und wie bei der Primärfärbung inkubiert. Bei 
Mehrfachfärbungen wurden direkt-konjugierte AK gegen andere 
Oberflächenantigene zusammen mit dem Sekundärantikörper zugegeben. Nach 
der Oberflächen-Markierung mit biotinylierten Antikörpern erfolgte die Detektion 
mit 4 µl Streptavidin-PE (Dako) (30 Min. 4°C).   
2.2.11.3 Oberflächen-Markierung mit anti-CD95L 
Da CD95L auf Lymphozyten in relativ geringer Menge exprimiert und außerdem 
das Molekül durch Metalloproteinasen von der Oberfläche abgespalten wird, ist 
die quantitative Bestimmung schwierig. 5 verschiedene Antikörper gegen 
CD95L wurden auf Spezifität und Färbequalitäten getestet (Ergebnisse s. 
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Anhang): Klon Nok1 (BD-Pharmingen), Klon BR17 (Diaclone), Klon 4H9 
(Immunotech), Klon H11 (Alexis) und Klon 5G5 (freundlich zur Verfügung 
gestellt von K. Schultze-Osthoff). Von diesen Antikörpern wurde Klon H11 
wegen seiner Unspezifität (s. Anhang) nicht mehr weiterverwendet. Die besten 
Färbeeigenschaften zeigten die biotinylierten Klone Nok1 und BR17. Sie 
wurden für alle nachfolgenden Färbungen von CD95L parallel angewandt. Der 
Nachweis erfolgte mit 4µl Streptavidin-PE/Ansatz.  
Um ein Abspalten des Moleküls zu verzögern, wurde beim Markieren von 
CD95L streng darauf geachtet, dass alle Schritte bei 4°C durchgeführt wurden. 
Für den CD95L Nachweis auf aktivierten Lymphozyten wurde zu den 
Markierungsschritten Metalloproteinaseinhibitor (1µl/ml) hinzugefügt. Die 
Antikörperbindung erfolgte für 30 Minuten, dann wurden die Proben zweimal 
gewaschen und anschließend mit Streptavidin-PE für weitere 30 Minuten 
markiert. Für Mehrfach-Markierungen weiterer Oberflächen-Antigene wurden 
die jeweiligen Antikörper zusammen mit Streptavidin inkubiert. Nach zwei 
weiteren Waschschritten erfolgte direkt die Messung am Durchflußzytometer. 
Da das Signal für CD95L immer in Form einer Verschiebung (Shift) vorlag und 
Populationen nicht eindeutig voneinander abgrenzbar waren, wurde der Anteil 
der CD95L positiven Zellen und zusätzlich der mittlere Shift der 
Fluoreszenzintensitiät (MSFI) folgendermaßen berechnet: 
 
 
Zum Nachweis von CD95L auf retroviral CD95L transduzierten EBV-B-Zellen 
wurde ein enzymatisches Verstärkungssystem (EAS) der Firma Flow-Amp 
Systems Ltd nach Angaben des Herstellers eingesetzt. 
2.2.11.4 Markierung intrazellulärer Antigene (CD95L) 
Für die Markierung intrazellulärer Proteine müssen die Zellen fixiert und 
permeabilisiert werden. Durch die Fixierung bleiben die Oberflächenantigene 
der Zellmembran erhalten, so dass die Zellen anhand dieser identifiziert werden 
können.  Die Permeabilisierung sorgt dafür, dass intrazelluläre Antigene für 
Antikörper zugänglich werden. Oberflächenantigene wurden vor der Fixierung 
der Zellen markiert wie oben beschrieben (2.2.9.2.). Die Fixierung von 1x105-
1x106 Zellen im Zytometermeßröhrchen erfolgte mit 500 µl  PFA  (2% in PBS) 
für 20 Min. bei Raumtemperatur. Nach dem Waschen mit PBS wurden die 
Zellen mit 100 µl Saponin (0,1% in PBS) für 30 Min. bei 4°C permeabilisiert. Im 
MSFI= 
Mittlere Fluoreszenzintensität  CD95L AK (Nok1, BR17)
Mittlere Fluoreszenzintensität  Isotypkontrolle 
2. Material und Methoden 
 47
Rahmen der Doktorarbeit durchgeführte intrazelluläre Färbungen wurden mit 
biotinylierten Primärantikörpern gegen CD95L (Klon BR17, da nach Fixierung 
und Permeabilisierung der Zellen mit Nok1 kein CD95L Nachweis möglich) und 
Streptavidin-PE durchgeführt. Gleichzeitig mit der Permeabilisierung wurde der 
primäre Antikörper in einer Konzentration von 0,2µg/Ansatz zugegeben. Nach 
zweimaligen Waschen mit 0,1% Saponin erfolgte die Inkubation mit 
Streptavidin-PE (4µl einer 1:10 verdünnten Lösung) in 100 µl 0,1% Saponin für 
30Min. bei 4°C.  
2.2.11.5 Apoptosedetektion mittels Annexin V-Markierung 
Apoptose ist gekennzeichnet durch charakteristische Veränderungen der 
Zellen. Ein frühes Merkmal ist die Externalisierung des Membranlipids 
Phosphatidylserin (PS), das normalerweise auf der Innenseite der 
Plasmamembran exprimiert wird. Annexin V (AV) bindet in Gegenwart von 
Calcium spezifisch und mit hoher Affinität an PS, so dass apoptotische Zellen 
mit fluoreszenzmarkierten AV-Derivaten markiert werden können. Die Zellen 
wurden wie für die Oberflächenfärbung (2.2.9.2.)  beschrieben geerntet und in 
Annexin V Binding Puffer (ABP) gewaschen. Die Markierung erfolgte für 5 Min. 
mit 5 µl Annexin V (PE oder FITC konjugiert) in 100 µl ABP. Nach Zugabe von 
200 µl ABP erfolgte ohne weiteren Waschschritt die Analyse mit dem 
Durchflußzytometer. Mehrfachfärbungen mit Antikörpern wurden gleichzeitig mit 
AV für 15 Min. bei RT durchgeführt. 
In einer späten apoptotischen Phase und bei nekrotischen Zellen ist PS durch 
Verlust der Membranintegrität für Annexin V zugänglich. Daher wurde bei 
Analyse von früh apoptotischen Zellen anhand der Streulichtanalyse auf 
lebende Zellen gegatet. Wenn auch spät apoptotische und nekrotische Zellen 
detektiert werden sollten (z.B. Cytotoxassay), wurden alle Zellen analysiert.  
2.2.12 Fluoreszenzmikroskopie 
Wie die fluoreszenzaktivierte Zellanalyse in der Durchflußzytometrie beruht die 
Fluoreszenzmikroskopie auf der Tatsache, dass an Antikörper gebundene 
Fluorochrome durch Beleuchtung mit Licht einer bestimmten spektralen 
Verteilung zum Eigenleuchten angeregt werden und einen Teil des von ihnen 
absorbierten Lichts in Form einer langwelligeren Strahlung  mit einer genau 
definierten Wellenlänge abgeben. Durch Anregungsfilter wird eine spezifische 
Wellenlänge entsprechend dem Anregungsspektrum des Fluorochroms 
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gewählt. So ist es möglich, durch unterschiedliche Filterkombinationen 
verschiedene Moleküle eines Präparates, die durch fluoreszierende 
Antikörper/bindende Proteine markiert sind, zu untersuchen.  
Die Zellen wurden wie für die Durchflußzytometrie markiert und danach auf 
einen Objektträger aufgetropft und ausgestrichen. Auf einer Heizplatte wurden 
die Objektträger getrocknet und für 90 Sek. in Methanol/Ethanol (1:1) fixiert.  
Anschließend wurden die Präparate mit Antifade-Lösung eingebettet, um das 
Ausbleichen (engl. fading) zu verhindern und entweder bei 4°C aufbewahrt oder 
direkt analysiert. 
2.2.12.1 In situ Analyse CD95L transduzierter Fibroblasten 
Zur in situ Analyse wurden Fibroblasten in einer Konzentration von 0,2-0,5x105 
in 500 µl kompletten Medium pro Vertiefung eines 8-well Kulturobjektträgers 2 
Tage vor der Färbung ausgesät, so dass die Vertiefungen vor der Färbung 1/2 - 
1/3 konfluent bewachsen waren.  Nach dem Waschen mit PBS wurden die 
Zellen auf dem Objektträger mit 500 µl 10% PFA für 15 Min. bei RT fixiert, und 
anschließend 3x kurz gewaschen. Die Permeabilisierung erfolgte mit 300 µl 1% 
Saponin. Zur Blockierung unspezifischer Bindungen wurde 1 µg Maus IgG1 
zugegeben und für 20 Min. bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden dann 2x mit 
0,1% Saponin für jeweils 5 Min. gewaschen. Biotinylierter Anti-CD95L (Klon 
BR17) wurde in einer Konzentration von 0,6 µg/300 µl 0,1% Saponin für 30 Min. 
auf dem Taumler inkubiert und anschließend 4x 10 Min. mit PBS gewaschen. 8 
µl Streptavidin-PE in 200 µl 0,1% Saponin wurden für 30 Min. zugegeben und 
die Präparate wiederum 4x gewaschen. Nach Entfernung der Kulturrahmen 
vom Objektträger, wurden die Präparate in Antifade-Lösung eingebettet und 
analysiert.  
2.2.13 Nachweis von löslichem CD95L (sCD95L) mittels ELISA (Enzyme-
linked immunosorbent assay) 
Der ELISA Assay ist  eine hochsensitive Methode um lösliche Antigene oder 
Antikörper im Nanogrammbereich nachzuweisen. Dabei reagiert ein Enzym, 
das an einen Antikörper konjugiert ist, mit einem farblosen Substrat, um ein 
gefärbtes Reaktionsprodukt zu generieren. Der nach Angaben des Herstellers 
verwendete CD95L ELISA (Fas Ligand ELISA, Oncogene, San Diego, USA) ist 
ein sogenannter Sandwich-Enzym Immunoassay. Ein für CD95L spezifischer 
Antikörper befindet sich immobilisiert auf der Oberfläche der Vertiefungen einer 
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Mikrotiterplatte. Gefilterter Zellkulturüberstand mit löslichem CD95L (sCD95L) 
wurde 1:5 mit frischem Medium verdünnt und 3 Stunden in der Mikrotiterplatte 
inkubiert, um die Bindung von sCD95L an den Antikörper zu ermöglichen. Ein 
biotinylierter Detektor-Antikörper gegen CD95L wurde zur Bindung an nun 
immobilisierten sCD95L zugegeben (liegt wie bei einem Sandwich zwischen 
beiden Antikörpern). Der Nachweis erfolgte nach Zugabe von Meerrettich 
Peroxidase-konjugiertem Streptavidin, das an den biotinylierten Detektor-
Antikörper bindet, mit dem chromogenen Substrat Tetramethylbenzidin (TMB). 
Die Blaufärbung der positiven Proben wurde mit dem Stektrophotometer bei 
einer Wellenlänge von 450/550 nm gemessen. Nach Erstellung einer 
Standardkurve mit bekannten Konzentrationen von CD95L ließ sich die sCD95L 
Konzentration quantifizieren.  
2.2.14 Funktionelle Analysen von Zellen 
2.2.14.1 Proliferationsassays 
Proliferationsassays wurden zur funktionellen Analyse von T-Zellen nach 
allogener Stimulation angewendet. Das Prinzip des Assays beruht auf der 
Tatsache, dass vor jeder Zellteilung eine Zelle neue DNA synthetisiert. Dazu 
kann sie die benötigten Nukleinsäuren neu synthetisieren, oder sie nimmt sie 
bei entsprechendem Angebot durch Transporter aus der Umgebung auf. Bei 
Zugabe von radioaktiven Nukleinsäuren werden diese in die DNA eingebaut 
und sich teilende Zellen somit radioaktiv markiert. Die Nukleinsäuren Alanin, 
Guanin und Cytosin werden neben der Synthese von DNA auch zum Aufbau 
von RNA, die Nukleinsäure Thymidin ausschließlich für den Aufbau der DNA 
verwendet. Thymidin mit an die Methylgruppe gekoppeltem, radioaktivem 
Tritium (3H) eignet sich deshalb zur Proliferationsmessung. Es wird von 
proliferierenden Zellen aufgenommen und in die DNA eingebaut. Die 
Radioaktivität des β-Strahlers Tritium wird im Szintillationszähler bestimmt.  
MNC oder aufgereinigte T-Zellen wurden wie für die allogene Stimulation 
beschrieben (s. 2.2.6.4) stimuliert, wobei je 200 µl Zellsuspension mit 1x105 
Responder-Zellen und bestrahlten Stimulatorzellen pro Vertiefung einer 96-well 
Flachbodenplatte ausgesät wurden.  Für die Negativkontrolle (Medium) wurden 
1x105 Zellen mit 200 µl kompletten RPMI alleine, für die Maximalproliferation 
mit je 0,1 µg OKT3/CD28 in 200 µl RPMI kultiviert. Für 3rd-party Stimulationen 
wurden bestrahlte Feeder-Zellen 1:1 zu Responder-Zellen ausgesät.  Die 
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Stimulationsdauer betrug, wenn nicht anders angegeben 5 Tage. An d5 wurden 
pro Vertiefung 1µCi ³H-Thymidin zugegeben und für weitere 18 Stunden bei 
37°C inkubiert. Die Zellen wurden beim Ernten auf einem Filter aufgefangen 
und dieser nach Zugabe von Szintillationsflüssigkeit im β-Zähler gemessen. Der 
gemessene Wert wurde in counts per minute (CPM, Signale pro Minute) 
angegeben.  
2.2.14.2 Zytotoxassays 
Während Proliferationsassays vorwiegend CD4+ T-Zellen erfassen, da diese 
deutlich schneller proliferieren als CD8+ T-Zellen, wird durch Zytotoxassays die 
Funktionalität zytotoxischer Effektor CD8+ T-Zellen bestimmt. Außerdem 
dienten Zytotoxassays hier der Funktionalitätsprüfung von CD95L 
transduzierten Zellen, indem deren Zytotoxizität gegenüber CD95L-sensitiven 
Target-Zellen untersucht wurde. 
Die Zytotoxizität wurde anhand Annexin V positiver Target-Zellen bestimmt. 
Diese wurden zur Unterscheidung von den Effektorzellen mit Calcein-
Acetoxymethyl (Ca-AM) markiert. Ca-AM ist ein nicht geladenes Molekül, das 
Zellmembranen passieren kann und im Zellinneren von Esterasen hydrolisiert 
wird, - lipophile Gruppen werden abgespalten. Ca-AM ist erst im hydrolysierten 
Zustand fluoreszierend, so dass nur lebende Zellen markiert werden.  In diesem 
geladenen Zustand kann das Molekül nicht mehr bzw. sehr viel langsamer 
Zellmembranen überwinden, kann also bei Freigabe ins Medium nicht von den 
Effektorzellen aufgenommen werden. 
Zur Markierung wurden je 1x106 Zellen in 100 µl RPMI mit 200 ng/ ml 
(Testdauer < 4h) bzw. 500 ng/ ml (Testdauer > 12h) CaAM für 1 Std bei 37°C 
im Dunkeln inkubiert. Nach dem Waschen mit PBS wurden die Targetzellen in 
einer Konzentration von 1x105/ ml in RPMI aufgenommen.  Konnten die Target-
Zellen von den Effektorzellen anhand ihrer spezifischen Oberflächenmarker 
unterschieden werden (z.B. C1R-CD95L (CD19, GFP) / Jurkat-Zellen (CD3)), 
war keine Ca-AM Markierung notwendig.  
Die Effektorzellen wurden je nach gewünschter Effektor-Target (E:T)-Zell Ratio 
in einer 96-well Rundbodenplatte nach mit Medium verdünnt. Je 2 x 104 
Targetzellen wurden mit den Effektorzellen über den angegebenen Zeitraum 
kokultiviert. Für die Spontanlyse wurden Target-Zellen mit Medium allein 
kultiviert. Die Zellen wurden geerntet, wie unter 2.2.5.7 beschrieben mit Annexin 
V (AV) markiert und durchflußzytometrisch analysiert. 
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Die spezifische Zytotoxizität errechnete sich aus: 
 
 
2.2.14.3 CD95 vermittelte Apoptosesensitivität 
Um die Sensitivität von Zellen gegen CD95 vermittelte Apoptose zu 
untersuchen, wurden je 1 x 105  Zellen pro Vertiefung einer 96-well 
Flachbodenplatte, mit 1 µg/ ml anti-CD95 (Klon Apo 1) für 24h inkubiert, wenn 
nicht anders angegeben. Für die Spontankontrolle wurden die Zellen mit 1 µg/ 
ml Maus-IgG2a inkubiert. Die Analyse der Zellen erfolgte mit Annexin V (AV) 





Suppressorassays wurden durchgeführt, um die Funktionalität regulatorischer 
T-Zellen (Treg) zu untersuchen. Die mit C1R-A1-CD95L bzw. mit C1R-A1GFP  
(Kontrolle) kultivierten T-Zellen wurden hierzu in den angegebenen 
Konzentrationen (bezogen auf Responder-Zellen) zu einer MLC (s. Abschnitt 
2.2.7.4.)  aus kryokonservierten MNC des gleichen Spenders (Responder-
Zellen) plus 3rd-party- (1:1) bzw. EBV-B-Zellen (1:0,5) Stimulator-Zellen 
gegeben und für 5 Tage kultiviert.  Als Kontrollen wurden kryokonservierte MNC 
mit Stimulator-Zellen alleine („nicht inhibierte MLC“) und kultivierte T-Zellen mit 
Stimulator-Zellen alleine („Kontrolle“) inkubiert. Die Proliferation der Zellen 
wurde mittels ³H-Thymidin-Einbau bestimmt. Der prozentuale Anteil der MLC-




Wurde eine suppressorische Kapazität nachgewiesen, war der prozentuale 
Anteil der MLC-Proliferation kleiner als 100%. Wenn hingegen keine 
suppressorische Wirkung vorhanden war, betrug die Proliferation > 100%. 
2.2.15 Züchtung apoptoseresistenter B-Zelllinien 
Alle verwendeten B-Zellen exprimierten CD95 und waren sensitiv gegen CD95 
vermittelte Apoptose. Um auto- und parakrine Apoptose nach Transfektion mit 
Proliferation % = 
               (cpm Suppressorsassay) – (cpm „Kontrolle“) 
                          (cpm „nicht inhibierte“ MLC) 
x 100 
AV Assay – AV spontan 
100 – AV spontan 
% spezifische Zytotoxizität= x 100 
AV induziert – AV spontan 
100 – AV spontan 
% spezifische Apoptose = x 100 
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CD95L zu verhindern, wurden B-Zelllinien vor der Transfektion 
apoptoseresistent gezüchtet. Hierzu wurden dem Zellkulturmedium 1 µg/ ml 
anti-CD95 AK (Klon Apo1) zugegeben. 2x pro Woche wurde verbrauchtes 
Medium durch neues, anti-CD95 enthaltenes Medium ersetzt und die Zellen 
dabei expandiert. Nach 2 Wochen wurde die anti-CD95-Dosis auf 2 µg/ ml, 
nach 5 Wochen auf 5 µg/ ml erhöht. Durch Apoptoseinduktion mit 5 µg/ ml Apo1 
bzw. 1000ng/ ml sFasL wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten die 
Apoptoseresistenz untersucht (s. 2.2.12.3.). Um zu vermeiden, dass im Medium 
vorhandenes Apo1 CD95-Bindungsstellen blockiert, wurden die Zellen vor dem 
Apoptoseassay (5-8 Tage) ohne Apo1 inkubiert, bis mittels FITC konjugiertem 
goat-anti-mouse Sekundär-AK kein gebundener CD95-Antikörper mehr 
nachzuweisen war.  
2.2.15.1 Magnetische Selektion und Klonierung CD95 neg. C1R-A1-Zellen 
Um Apoptoseresistenz gegen CD95 vermittelte Apoptose sicherzustellen, 
sollten CD95 negative Varianten aus C1R und C1R-A1 Zellen selektioniert 
werden. Hierzu wurden die Zellen zunächst über 6 Wochen mit Apo-1 AK wie 
oben beschrieben kultiviert um die CD95 Expression zu reduzieren. Je 30 x 106 
Zellen wurden mit 6  µg anti-Apo-1 in einem Volumen von 600 µl PBS für 20 
Min. bei RT inkubiert. Nach dem Waschen mit PBS und Blockierung 
unspezifischer Bindungen mit 1:10 humanem IgG (Oktagam) erfolgte die 
Bindung des PE-konjugierten Sekundär-AK (goat-anti-mouse) für weitere 20 
Min. bei RT. Die weitere Selektion erfolgte mit anti-PE-MACS Beads wie unter 
2.2.8.2. beschrieben. Da die meisten Zellen vor der Selektion CD95 
exprimierten, wenn auch mit geringerer Intensität als vor der Kultivierung mit 
anti-Apo-1, war die Ausbeute nach der Selektion gering: nur ca. 1000 Zellen 
waren in beiden Ansätzen übrig. Zur Klonierung wurden diese in 96 well 
Flachbodenplatten ausgesät und verdünnt, so dass ca. 300, 150, 75, 37 und 18 
Zellen pro Vertiefung vorhanden waren. Klonierte C1R-Zellen zeigten keine 
Proliferation. Nach 4 Wochen konnten aus 2 Vertiefungen C1R-A1-Zellen 
isoliert werden, in denen durchflußzytometrisch eine deutlich CD95 negative 
Population abgrenzbar war. Durch erneutes Klonieren und Kultivierung mit anti-
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2.3 Molekularbiologische Methoden 
2.3.1 Transformation kompetenter E.coli (DH5α) Bakterien 
Die Aufnahme fremder DNA in Form von Plasmid-Konstrukten durch 
kompetente DH5α E.coli Bakterien kann durch einen kurzen Hitzeschock 
erreicht werden. Hierzu wurden 50 µl kompetente Zellen auf Eis aufgetaut und 
mit 75 ng Plasmid-DNA vorsichtig gemischt. Die Zellen wurden dann einem 
Hitzeschock bei 37°C für 2 Min. ausgesetzt. Danach wurden 500 µl SOC 
Medium zugegeben und je 100 µl auf LB-Ampicillin-Agarplatten ausgestrichen 
(s. 2.1.10.3). Damit kein Kondenswasser auf die Kulturen tropft, wurden die 
Platten mit dem Deckel nach unten für 18 Std. bei 37°C inkubiert. 
2.3.2 Gewinnung von Plasmid-DNA aus Bakterien 
Zur Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterien wurden Präparationen mit 
Hilfe von Anionen-Austausch-Säulen der Firma Qiagen durchgeführt.  
Die Präparation kleiner Plasmidmengen (bis zu 20 µg, Minipräparationen) 
erfolgte mit dem Plasmid-DNA-Mini-Kit und diente der Überprüfung von 
Transformationen. Für Minipräparationen wurden nach einer Transformation 
Einzelkolonien gepickt, in 5 ml LB-Amp Medium überführt und über Nacht bei 
37°C unter Schütteln inkubiert. 1,5 ml der Übernachtkultur wurden für die 
Präparation verwendet. Nach der Präparation wurde die gewonnene DNA in 50 
µl TE-Puffer aufgenommen. 
Für Präparationen größerer DNA-Mengen (bis zu 500 µg, Maxipräparationen) 
wurde der Qiagen Filter Maxi Kit entsprechend der Angaben des Herstellers 
verwendet. Hierfür wurden 200 ml LB-Amp Medium mit 0,5 ml einer 
Übernachtkultur (s.o.) beimpft und erneut über Nacht bei 37°C unter Schütteln 
inkubiert. Die gewonnene DNA wurde in 200 µl TE-Puffer aufgenommen. 
2.3.3 Aufbewahrung von Bakterienkulturen 
Zur Lagerung von Bakterienklonen nach erfolgreicher Transformation wurden 
Glycerin-Stocks angelegt. Hierzu wurden 700 µl einer Übernachtkultur mit 300 
µl Glycerol vermischt und bei –80°C aufbewahrt. 
2.3.4 Konzentrationsbestimmung von DNA  
Die Bestimmung der Konzentration von DNA erfolgte spektrometrisch mit dem 
Photometer durch Messung der Extinktion einer mit dH2O verdünnten Probe bei 
einer Wellenlänge von 260 nm. Eine optische Dichte von 1 entsprach 50µg/ml 
dsDNA (double-strand DNA). Das Verhältnis der Extinktionen der Wellenlängen 
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für DNA (260nm) und RNA (280nm) E260/E280 wurde als Maß für die Reinheit 
der DNA-Präparation verwendet und lag zwischen 1,8 und 2,0. Die 
Konzentrationsbestimmung kleiner Mengen DNA (< 1µg Gesamtmenge) 
erfolgte nach Auftrennung auf einem Agarosegel durch Vergleich der 
Bandenintensitäten von Probe und Standard.  
2.3.5 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA 
Restriktionsenzyme spalten DNA an definierten Stellen und stellen somit ein 
unerlässliches Werkzeug zur Klonierung und Überprüfung von DNA-
Konstrukten dar.  
2-3 Units Restriktionsenzym wurden pro µg DNA mit dem vom Hersteller 
empfohlenen Puffer eingesetzt. Restriktionen mit zwei Enzymen wurden 
gleichzeitig vorgenommen, wobei auf gleiche Pufferbedingungen geachtet 
wurde. Für analytische Zwecke wurde 1 µg DNA in 20 µl Gesamtvolumen, für 
einen präparativen Ansatz bis zu 10 µg DNA in 30 µl Gesamtvolumen 
eingesetzt. Die Reaktionen wurden für mindestens 1,5 h und bei optimaler 
Reaktionstemperatur durchgeführt. 
2.3.6 Auftrennung von DNA-Fragmenten durch Gelelektrophorese 
Die Auftrennung von DNA auf Agarose-Gelen erfolgte nach Beschreibung in der 
gängigen Methodensammlung von Sambrook et al. (1989, „Molecular Cloning, 
A Laboratory Manual“). 
2.3.7 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Um DNA-Fragmente für Klonierungszwecke zu gewinnen, wurden gewünschte 
DNA-Banden nach der Auftrennung mittels Gelelektrophorese aus der Agarose 
ausgeschnitten und mit dem QIAquick Gel Extraktions Kit nach Angaben des 
Herstellers isoliert. 
2.3.8 Aufreinigung und Präzipitation von DNA 
Die Reinigung von DNA erfolgte mit Phenol/Chloroform (1:1), die Präzipitation 
mit 1/10 Volumen 3M NaAc pH7,2 und 2,5 Volumen Ethanol absolut nach 
Sambrook et al. (1989). 
2.3.9  Amplifikation von DNA mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Die PCR ermöglicht die Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente in vitro. 
Hierzu werden zwei kurze, einzelsträngige Oligonukleotide als Primer 
eingesetzt, deren Sequenzen zu den Enden des zu vervielfältigenden DNA-
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Fragments komplementär sind. Die PCR besteht aus 3 Schritten, die in Zyklen 
wiederholt werden:  
1. Denaturierung (Schmelzen): Die doppelsträngige DNA wird auf 94-96 °C 
erhitzt, um durch das Aufbrechen der Wasserstoffbrückenbindungen die 
Stränge zu trennen. Im ersten Zyklus wird eine längere Zeit erhitzt, um 
sicherzustellen, dass sowohl die Ausgangs-DNA als auch die Primer in 
Einzelsträngen vorliegen.  
2. Primerhybridisierung (primer annealing): Durch Senkung der Temperatur 
lagern sich die Primer sich an die einzelnen DNA-Stränge an. Die 
Annealing-Temperatur ist abhängig von den Primern und liegt 2-3 °C unter 
ihrem Schmelzpunkt.  
3. Elongation (Verlängerung, Extension, Polymerisation): Eine hitzebeständige 
DNA-Polymerase füllt ab dem 3‘Ende des Primers den fehlenden Strang mit 
freien Nukleotiden (dNTPs, 2´Deoxynukleosid-5´Triphosphat) auf. Ein zum 
Matritzenstrang komplementärer DNA-Strang wird synthetisiert.  
In unseren Experimenten wurde die PCR verwendet, um für die Subklonierung 
des CD95L (hFL D4) DNA Fragments (s. 2.3.11) Schnittstellen für EcoR1 zu 
konstruieren. In den verwendeten Primern (s. 2.1.10.5) wurde die 
Schnittstellensequenz für EcoR1 vor die CD95L spezifische Sequenz 
eingebaut.  Für die Reaktion wurden  1 µl pEF-hFL D4 DNA-Template (1ng), je 
0,2µM (2 µl) sense und antisense Primer, je 200µM dNTP, 1 unit Taq-
Polymerase auf ein Gesamtvolumen von 50 µl mit dH2O aufgefüllt. Die 
Amplifikation fand über 25 Zyklen bei folgenden Temperaturen statt: 30 Sek. 
94°C (Denaturierung), 30 Sek. 55°C (Annealing), 60 Sek. 68°C (Elongation). Zu 
Beginn der Reaktion erfolgte ein verlängerter Denaturierungsschritt für 1 Min. 
bei 94°C, nach dem letzten Zyklus ein verlängerter Elongationsschritt für 10 
Min. bei 68°C. 
2.3.10  Subklonierung von CD95L-DNA in pIRESpuro2 
Da Transfektionen mit der in den pEF-BOS-Vektor klonierten CD95L DNA (hFL 
D4, s. Abschnitt 2.1.10.5) nicht erfolgreich waren, wurde in die DNA in 
pIRESpuro2 (s. 2.1.10.5.) subkloniert. Dieser Vektor eignete sich aufgrund der 
darin enthaltenen Puromycinresistenz besser für die Selektion von 
Transfektanten als pEF-BOS, der keinen Selektionsmarker enthielt.  
Da keine geeigneten Restriktionsschnittstellen in pEF-hFL D4 vorhanden 
waren, wurden mit Hilfe einer PCR (s. 2.3.10) EcoR1 Schnittstellen an das 
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Insert konstruiert.  Die PCR Produkte wurden nach Überprüfung mittels eines 
Kontroll-Agarose Gels mit dem Qiaquick PCR- Aufreinigungskit (Qiagen) nach 
Anleitung des Herstellers aufgereinigt. Sowohl das aufgereinigte PCR-Produkt 
als auch die Vektor-DNA wurden mit EcoR1 verdaut und nochmals wie oben 
aufgereinigt. Um die Religation des linearisierten Plasmids ohne die Aufnahme 
der hFL D4 DNA zu verhindern, wurden von dem linearen Vektor die 
5´Phosphatreste mit Hilfe von SAP (Shrimp Alkaline Phoshatase aus P. 
borealis) entfernt. Das Enzym wurde in einer Konzentration von 10 Einheiten 
pro µg DNA zu der nach dem Restriktionsverdau aufgereinigten Vektor-DNA 
gegeben und mit Einfach SAP-Puffer auf 100 µl aufgefüllt. Nach 15 Min. 
Inkubation bei 37°C wurde die Reaktion durch Erhitzen auf 65°C für 15 Min. 
gestoppt und die DNA aufgereinigt. Für die Ligation der hFL D4 DNA mit der 
Vektor-DNA wurde das Enzym T4-DNA-Ligase verwendet, das die Bildung 
neuer Phosphorsäurediesterbindungen zwischen freien 5´Phosphatgruppen 
und 3´Hydroxylgruppen katalysiert. In dem Ligationsansatz wurden Vektor und 
Insert in einem molaren Verhältnis von 1:1 mit 5 Einheiten T4-DNA-Ligase und 
Ligasepuffer gemischt. Unter Verwendung des „Rapid DNA Ligation Kit“ 
(Roche) betrug die Ligationsdauer 5 Min. bei RT.  Nach der Ligation erfolgte die 
Amplifikation der DNA in kompetenten E.coli Bakterien. Zur Kontrolle des 
Kontruktes hFL-D4-pIRESpuro2 wurde eine Restriktionskartierung (s. 2.3.5.) mit 
EcoR1, Apa1 und BamH1 durchgeführt. Die nach dem Verdau ausgewählten 
Klone mit Insert, das in der korrekten Richtung einkloniert war, wurden vor der 
Transfektion zur finalen Kontrolle noch sequenziert (GATC Biotech, Konstanz). 
2.3.11 Transfektion humaner Lymphozyten-Zellinien 
Unter Transfektion versteht man das Einbringen von Fremd-DNA in 
Zellkulturzellen. 
Je nach Zellart eignen sich unterschiedliche Methoden zur Transfektion. Dabei 




Bei einer Elektroporation wird die Zellmembran durch Elektroschocks für die 
Fremd-DNA permeabel gemacht. Durch Anlegung einer elektrischen Spannung 
kommt es zur Polarisierung der Membran und nachfolgend durch eine lokale 
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Zerstörung der Membranintegrität spontan zur drastischen Erhöhung ihrer 
Leitfähigkeit, wodurch stabile hydrophile Poren (0,5-1 nm) mit einer 
Lebensdauer von wenigen Sekunden bis einigen Minuten entstehen (Sukharev 
1994). 
C1R, C1R-A1 und EBV-B-Zellen sollten durch Elektroporation mit pEF-hFl D4 
(s. 2.1.10.5) und der Vektorkontrolle transfiziert werden. Zur Puromycin-
Selektion wurden die Zellen mit pPur kotransfiziert.  
Je 2 x 107 Zellen wurden in 1ml PBS resuspendiert. 10 µg pEF-hFL D4 bzw 
Vektor-DNA wurden mit 1 µg pPur in einem Gesamtvolumen von 50 µl (PBS) 
mit den Zellen gemischt und für 10 Min. auf Eis inkubiert. Die Elektroporation 
erfolgte in einer kalten, sterilen Elektroporationsküvette im Biorad-
Elektroporationsgerät bei einem ein Puls von 200V und 950µF. Danach wurden 
die Zellen für 10 Min. auf Eis inkubiert. Der Zellertrag nach der Elektroporation 
betrug 60-85%. Die Zellen wurden in einer Konzentration von 1x105/ml in 
komplettem RPMI-Medium aufgenommen und bei 37°C kultiviert. Nach 2 Tagen 
wurde das Medium durch Selektionsmedium mit 500ng/ml (C1R; C1R-A1-
Zellen) bzw. 250ng/ml Puromycin (EBV-B-Zellen) ersetzt. 
2.3.11.2 Lipotransfektion 
Alternativ zur Elektroporation sollte die DNA mittels Lipotransfektion in die 
Zellen eingebracht werden.  Liposomen sind Vesikel, die sehr leicht mit der 
Zellmembran fusionieren, da beide von einer Phospholipiddoppelschicht 
umgeben sind. In Liposomen verpackte DNA kann deshalb leicht von Zellen 
aufgenommen werden. 
Für die Lipotransfektion wurden 5 µg Vektor- bzw. hFL-D4 DNA und 0,5 µg 
pPur (oder alternativ das Konstrukt hFL-D4-pIRESpuro2 ) in 300 µl serumfreiem 
RPMI (SFM) verdünnt. Verschiedene Konzentrationen (10 und 20 µl) 
Liposomenlösung (LipofectAminR) wurden mit 300 µl SFM verdünnt. Die 
Liposomen wurden mit der DNA vorsichtig gemischt und für 30 Min. bei RT 
inkubiert.  
C1R- und C1R-A1 Zellen, die in 25 cm2 Kulturflaschen zu 2/3 konfluent 
gewachsen waren, wurden mit SFM gewaschen. Die Liposomen/DNA Mischung 
wurde auf 5 ml mit SFM gefüllt und auf die Zellen gegeben. Die Inkubation 
erfolgte für 7h bei 37°C. Danach wurden 5 ml RPMI mit 20% FCS zugegeben 
und über Nacht bei 37°C inkubiert. 24 Std. nach der Transfektion wurde das 
Transfektionsmedium durch komplettes RPMI ausgetauscht. 48 Std. nach der 
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Transfektion erfolgte die Kultivierung in Selektionsmedium, das 500 ng/ml 
Puromycin enthielt. 
2.3.11.3 Lentivirale Transduktion von CD95L in C1R- und C1R-A1 Zellen und  
 Fibroblasten. (T. Wenger, Ingrid Herr DKFZ Heidelberg) 
Im Rahmen eines Kooperationsprojektes wurde die Produktion lentiviraler 
CD95L-Konstrukte und die Transduktionen von Fibroblasten und 
apoptoseresistent gezüchteten C1R und C1R-A1 Zellen von Till Wenger (Labor 
Ingrid Herr) am DKFZ Heidelberg durchgeführt. Der verwendete lentivirale 
Vektor ist ein Konstrukt aus pWPTS-eGFP (D. Trono, Genf, Schweiz) und 
pIRES2-EGFP (BD-Biosciences, Heidelberg): die eGFP Sequenz und der EF1α 
Promotor vor dem WPRE (Woodchuck hepatitis virus Posttranscriptional 
Regulatory Element) wurde ersetzt durch die CMV-IRES-eGFP Kasette von 
pIRES2-EGFP (Wenger et al., 2006). In das daraus entstandene Konstrukt 
pCIGW wurde humane CD95L cDNA (Wildtyp, nicht mutiert an der 
Abspaltungs-Stelle) zwischen den CMV Promotor und das IRES-Element 
einkloniert. Nach der Produktion lentiviraler Partikel (pCIGW bzw. pCIGW-
CD95L) durch transfizierte 293-Zellen erfolgte die Transduktion von pCIGW 
bzw. pCIGW-CD95L in apoptoseresistente C1R- und C1R-A1 Zellen bzw. in 
Fibroblasten. Durch die in den lentiviralen Konstrukten erhaltene GFP-DNA 
konnten transduzierte Zellen durchflußzytometrisch detektiert werden. GFP-
positive Zellen wurden durchflußzytometrisch mit dem Zellsorter 
(FACSVantage, BD Biosciences, Heidelberg) aufgereinigt (Wenger, 2005).   
2.3.12  RT-PCR zum Nachweis von mRNA 
Um die Transkription eines Genes nachzuweisen, wird die abgelesene RNA 
(messenger-RNA, m-RNA) untersucht. Die DNA-Polymerasen, die bei der 
Amplifikation von DNA mittels der Polymerase-Kettenreaktion (PCR, s. 
Abschnitt 2.3.10.) verwendet werden, sind DNA-abhängig und nicht in der Lage, 
RNA zu amplifizieren. Daher wird zuerst eine RNA-abhängige DNA-
Polymerase, die Reverse Transkriptase (RT) eingesetzt, um RNA in 
komplementäre DNA (cDNA) umzuschreiben. Die cDNA wird im Anschluss als 
Ausgangsprodukt in einer PCR verwendet, um mit definierten Primern 
spezifische Sequenzen aus dieser zu amplifizieren. Nur von Zellen, die das Gen 
transkribiert haben, kann die DNA aus RNA synthetisiert werden. 
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In unseren Experimenten diente die RT-PCR dem Nachweis von FoxP3. Um 
eine semiquantitative Aussage treffen zu können, wurde die RNA jeweils aus 
5000 Zellen isoliert. 
2.3.12.1 Isolation von Gesamt-RNA aus Lymphozyten 
Für die Gewinnung von Gesamt-RNA aus Lymphozyten wurde der RNeasy 
Protect Mini Kit von Qiagen verwendet. Vor der Isolation wurden tote Zellen 
mittels Ficoll- (s. 2.2.8.3.) von viablen Zellen separiert. 5000 lebende Zellen 
wurden in 5 µl PBS zur Stabilisierung der RNA mit 50 µl RNAlater RNA 
Stabilisierungs Reagenz verdünnt und bei 4°C oder –20°C konserviert.  Aus zu 
verschiedenen Zeitpunkten konservierten Zellen eines Versuchsansatzes wurde 
RNA nach Angaben des Herstellers isoliert. Die RNA wurde in 30 µl RNAse 
freiem DEPC-Wasser eluiert. 
2.3.12.2 Reverse Transkription von RNA in cDNA und PCR Amplifikation  
 Für die RT-PCR wurde das SuperScriptTM III One-Step RT-PCR System 
(Invitrogen) verwendet. Reverse Transkription mit einer modifizierten M-MLV 
Reversen Transkriptase und PCR Amplifikation mittels Taq DNA Polymerase 
konnte damit in einem Schritt durchgeführt werden. Die Reaktionsbedingungen 
für die FoxP3 und GAPDH (Kontrolle) RT-PCR sind in Tab. 2.4. aufgeführt. 
 
 FoxP3 GAPDH 
RNA-Vorlage 5 µl 1 µl 
Primer (10µM) je 1 µl je 1 µl 
Enzym-Mix 1,5 µl 1 µl 
Reaktions-Mix (Puffer und dNTPs) 10 µl 10 µl 
Gesamtvolumen (DEPC-H2O ad) 20 µl 20 µl 
Temperaturprofil 30 Min 61°C (DNA Synth.) 
  2 Min 94°C  (Denat.) 
 
33 Zyklen: 
30 Sek  94°C (Denat.) 
30 Sek  61°C (Anneal.) 
30 Sek  68°C (Extension) 
 
Finale Extension.: 
    5 Min  68°C 
30 Min    58°C 
  2 Min    94°C 
 
33 Zyklen: 
30 Sek     94°C 
30 Sek     58°C 
30 Sek     68°C 
 
 
  5 Min 68°C 
 





3.1.1 Sensitivität stimulierter T-Zellen gegenüber anti-CD95 induzierter 
Apoptose 
Als Vorarbeit für das Projekt der Depletion alloreaktiver T-Zellen durch 
CD95/CD95L vermittelte Apoptose musste zunächst geklärt werden, ob eine 
Sensitivität aktivierter T-Zellen für diesen Apoptoseweg überhaupt vorhanden 
ist. In der Literatur waren diesbezüglich widersprüchliche Ergebnisse 
veröffentlicht (Klas et.al., 1993; Mc Leod et. al., 1998).  
MNC wurden mit OKT3/CD28 oder mit allogenen Zellen in Kulturen stimuliert. 
Zu definierten Zeitpunkten wurden die so stimulierten Zellen mit anti-CD95 
Antikörper inkubiert und die Rate apoptischer CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen 
durchflusszytometrisch bestimmt. Eine Sensitivität gegenüber CD95 vermittelter 
Apoptose war ab Tag 3 bzw. ab Tag 5 (je nach Kultursystem) gegeben. CD4+ 
und CD8+ Zellen zeigten unterschiedliche Sensitivität, sie war bei CD4+ Zellen 
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Abbildung 3.1. 
Apoptosesensitivität aktivierter T-Zellen in Stimulationskulturen. MNC wurden über 
den angegebenen Zeitraum entweder mit löslichem OKT3/CD28 (a.) oder mit EBV-B-Zellen 
alloantigen-spezifisch stimuliert (b.). An den angegebenen Tagen wurde den Kulturen 
2µg/ml anti CD95 (Klon anti Apo-1) für 24h zugesetzt, um Apoptose zu induzieren. Für die 
Bestimmung der Spontanapoptose wurden die Zellen für 24h mit 2µg/ml Maus-IgG3 
inkubiert.  Apoptose wurde durch Annexin V/ CD4/ CD8 Dreifachfärbung 
durchflusszytometrisch analysiert. Die spezifische Apoptose errechnete sich aus: 
 AV induziert – AV spontan 
100 – AV spontan 




3.1.2  Apoptoseinduktion mittels retroviral CD95L-transduzierter EBV-B 
Zellen 
Erste Versuche zur CD95L vermittelten Apoptoseinduktion aktivierter T-Zellen 
wurden mit EBV-transformierten B-Zellen durchgeführt, welche mit Wildtyp 
CD95L DNA transduziert waren (I. Herr, DKFZ Heidelberg). Als Kontrolle 
dienten Vektor-transduzierte EBV-B-Zellen (EBV-B-contr). Obwohl die 
Oberflächenexpression von CD95L auf den transduzierten EBV-B-Zellen (EBV-
B-CD95L)  gering war und nur mittels eines enzymatischen Verstärkersystems 
nachgewiesen werden konnte, waren die Zellen biologisch aktiv. Dies konnte in 
Zytotoxassays mit Jurkatzellen gezeigt werden, in denen EBV-B-CD95L bis zu 


















Untersuchungen dieser CD95-L exprimierenden Zellen zur Apoptoseindukion 
von allo-aktivierten T-Zellen verliefen entäuschend. Die Apoptoserate war 
gering, es zeigten sich nur geringe Unterschiede im Vergleich zu den 
Kontrolkulturen mit Vektor-transduzierten EBV-B-Zellen (nicht gezeigt).  
Eine Erklärung hierfür könnte die geringe CD95L-Oberflächenexpression der B 







































Abb. 3.2.a Oberflächenexpression von CD95L nach retroviraler Transduktion von 
CD95L in EBV-B-Zellen. Die Oberflächenexpression von CD95L auf den transduzierten 
Zellen konnte mittels eines enzymatischen Verstärkersystems (enzymatic amplification 
staining, EAS, Firma Caltag)  nachgewiesen werden. Zwei unterschiedliche biotinylierte 
Antikörperklone wurden benutzt: Klon Nok1 (Pharmingen)  (rotes Histogramm) und Klon 
BR17 (Diaclone) (grünes Histogramm). Biotinyliertes Maus-IgG1-Biotin diente als 
Isotypkontrolle (blaues Histogramm). b. Zytotoxische Aktivität von EBV-B-CD95L 
CaAM markierte Jurkat-Zellen wurden mit EBV-CD95L oder Vektor-transduzierten 
Kontrollzellen in den angegebenen Effektor:Target (E:T)-Ratios für 10h kokultiviert. Die 
Bestimmung der spezifischen Zytotoxizität erfolgte nach AnnexinV-Färbung der CaAM 
markierten Zellen und wurde folgendermaßen berechnet: 





Spontanapoptoserate (40-60%) der EBV-B-CD95L im Vergleich zu den 
Kontrollzellen (10-20%) in Frage, so dass für die Funktionalität der Zellen nicht 
mehr ausreichend viable EBV-B-CD95L in den Kulturen vorhanden waren. 
Untersuchungen zur Apoptosesensitivität von EBV-B-CD95L zeigten eine 
persistierende Sensitivität für CD95L vermittelte Apoptose (spezifische 
Apoptose nach anti-Apo1 Inkubation: 48%). Die Folgerung lag daher nahe, 
dass CD95L transduzierte EBV-B-Zellen para- und/oder autokrin Apoptose 
induzierten. Dies äusserte sich auch in einer schlechten Proliferation und einem 
hohem Anteil apoptotischer Zellen in Expansionskulturen von EBV-B-CD95L. 
Um dieses Problem zu umgehen, wurde daher versucht, apoptoseresistente 
Zell-Linien für die Transfektion zu generieren.   
3.1.3 Generierung von apoptoseresistenten Zell-Linien für die 
Transfektion mit CD95L 
Nachdem primär keine apoptoseresistenten B-Zell Linien zur Verfügung 
standen, wurden Zell-Linien gezüchtet, die resistent gegen CD95 vermittelte 
Apoptose waren. Hierzu wurden sowohl EBV-B-Zellen als auch zwei weitere, 
semiadhärente B-Zell Linien verwendet: C1R–  und C1R-A1 Zellen (s. Material 
und Methoden, Abschnitt 2.1.9.2.). Durch kontinuierliche Inkubation mit anti-
Apo1 (anti CD95 mAK) in steigenden Konzentrationen (1-2 µg/ml – 5 µg/ml) 
über 12 Wochen wurden C1R- und C1R-A1 Zellen gezüchtet, die zunehmend 
resistent gegen CD95/CD95L vermittelte Apoptose waren und schließlich keine 
Sensitivität mehr vorwiesen (Abb. 3.3.a.). Die CD95-Rezeptor Expression sank 
von >95% auf <70% (Abb. 3.3.b.). Zusätzlich gelang es durch magnetische 
Depletion, CD95 negative C1R-A1 Zellen zu isolieren (Abb. 3.3.b.), die 
erwartungsgemäß resistent gegen CD95/CD95L vermittelte Apoptose waren 






































3.1.4 Zusammenfassung Vorarbeiten  
Es wurde gezeigt, dass eine Apoptosesensitivität aktivierter T-Zellen in allen 
getesteten Stimulationssystemen vorhanden war. Alloantigen-aktivierte T-Zellen 
waren ab Tag 5 der Stimulation sensitiv für anti-CD95 vermittelte Apoptose.  
Retroviral CD95L-transduzierte B-Zellen eigneten sich aufgrund ihrer geringen 
CD95L Expression und hohen Spontanapoptoserate nicht zur 
Apoptoseinduktion in aktivierten T-Zellen. 
Abb. 3.3. Generierung von Apoptoseresistenz in B-Zell-Linien 
a. Apoptoseresistenz in C1R- und C1R-A1-Zellen. EBV-B-Zellen, C1R und C1R-A1 Zellen wurden 
über 82 Tage unter Zusatz steigender Konzentrationen (2-5 µg/ml) anti-Apo1 kultiviert, um eine 
Apoptoseresistenz zu erreichen. Vor dem Apoptosetest wurden die Zellen für 8 Tage ohne anti-Apo1 
kultiviert, um eine Beeinflussung des Test-Ergebnisses durch bereits gebundenes anti-Apo 1 zu 
verhindern. Ebenso wurde die Apoptoseresistenz einer CD95 negativen Variante von C1R-A1 Zellen 
untersucht, die durch magnetische Depletion gewonnen wurde (C1R-A1 CD95 depletiert). Nach 24h 
Inkubation mit 5µg/ml anti-Apo1 (grüne Balken) bzw 1000ng/ml löslichem CD95L (sFasL) wurden 
apoptotische Zellen mittels AnnexinV (AV) Färbung detektiert. Als Kontrolle dienten unbehandelte 
Zellen. Für die Spontanapoptose wurden die Zellen mit 5µg/ml Maus- IgG3 inkubiert. Die spezifische 
Apoptose errechnete sich aus: ((AV induziert-AV spontan)/(100-AV spontan)) x 100. 
b. CD95 Rezeptor Expression in apoptoseresistenten C1R- und C1R-A1 Zellen.  Die 
Oberflächenexpression von CD95 wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Vor den Färbungen 
wurden Zellen, die über 82 Tage mit anti-Apo1 inkubiert worden waren für 8 Tage ohne Antikörper 


















































Apoptoseresistenz wurde in den B-Zell-Linien C1R und C1R-A1 erzielt. Diese 
konnten nachfolgend für die Transduktion mit CD95L verwendet werden, ohne 
danach para- oder/und autokrine Apoptose auszulösen.     
Somit waren wichtige Voraussetzungen für das Projekt zur Depletion 
alloreaktiver T-Zellen mittels CD95L vermittelter Apoptose erfüllt. 
3.2 Generierung CD95L exprimierender Zellen mittels 
Gentransfer 
Für die Transfektion von CD95L wurden sowohl apoptoseresistente C1R- und 
C1R-A1-Zellen, als auch primäre Fibroblasten, die eine konstitutive 
Apoptoseresistenz aufwiesen, verwendet. 
3.2.1 CD95L Transfektion von C1R/C1R-A1 Zellen mittels Elektroporation 
und Lipofektion 
Um ein Abspalten von CD95L auf den transfizierten Zellen zu vermeiden, wurde 
für die Transfektionen das Konstrukt pEF-hFlD4 verwendet (zur Verfügung 
gestellt von S. Nagata). Die enthaltene CD95L Sequenz dieses Vektors war an 
der Cleavage-Site mutiert, so dass das resultierende CD95L Molekül nicht von 
der Zelloberfläche abgespalten werden konnte (Tanaka et. al., 1998). Da das 
Konstrukt keine Selektions-DNA enthielt, wurden die Zellen mit dem 
Puromycinresistenz Vektor pPur kotransfiziert. Nach der Transfektion durch 
Elektroporation konnten keine puromycin-resistenten Klone gewonnen werden. 
Anders durch Lipofektion: Hier entwickelten sich sowohl in C1R als auch in 
C1R-A1 Zellen nach dem Gentransfer puromycin-resistente Klone. Dennoch 
war in diesen Zellen kein CD95L nachweisbar. Dies wurde dahingehend 
interpretiert, dass nur Zellen proliferierten, die pPur alleine, ohne pEF-HFlD4 
insertiert hatten. Um diesem Problem auszuweichen, wurde die CD95L DNA 
aus dem pEF-BOS Vektor ausgeschnitten und in pIRES puro 2 umkloniert. 
Dieser Vektor enthielt eine Puromycinresistenz, so dass nach erfolgreicher 
Transfektion und Puromycinselektion nur Zellen proliferieren konnten, die 
sowohl CD95L als auch die Puromycinresistenz trugen.  Transfektionsversuche 
mittels Lipofektion führten zu einer transienten Puromycinresistenz von maximal 
10 Tagen. Nach dieser Zeit starben die Zellen unter Puromycingabe. Eine 
stabile Transfektion konnte in keinem Ansatz erreicht werden. 
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3.2.2 CD95L Expression in C1R- und C1R-A1-Zellen nach lentiviraler 
Transduktion 
Eine Alternative für stabile Transfektionen stellten virale Transduktions-
methoden dar. Weil auch langsam proliferierende Fibroblasten transduziert 
werden sollten, war die lentivirale Transduktion die Methode der Wahl. Da diese 
in der Arbeitsgruppe von Ingrid Herr am DKFZ in Heidelberg (Arbeitsgruppe 
Molekulare Uroonkologie und Dermatoonkologie) etabliert war und bereits ein 
lentivirales CD95L Konstrukt zur Verfügung stand, wurden apoptoseresistente 
C1R- und C1R-A1 Zellen dort transduziert (T. Wenger). Hierzu wurde im 
Gegensatz zu den oben genannten Transfektionsversuchen Wildtyp-CD95L 
DNA ohne Mutation der Cleavage-Site verwendet. 
Das lentivirale Konstrukt pCIGW-CD95L, mit dem apoptoseresistente C1R- und 
C1R-A1-Zellen transduziert wurden, enthielt als Markergen das grün 
fluoreszierende Protein GFP. Nach Transduktion und Selektion der GFP-
positiven Zellen im Zell-Sorter waren > 95% der Zellen GFP positiv (Abb. 
3.4.a,b). Bis zu 70% der Zellen exprimierten membrangebundenen CD95L 
(mCD95L) auf ihrer Zelloberfläche (Abb. 3.4.a,b). Auffallend war, dass CD95L 
transduzierte C1R-Zellen (C1R-CD95L) mit um ca. ½ log geringerer Intensität 
GFP exprimierten und der Fluoreszenzshift für CD95L mit 7 vs. 11 geringer war, 
als bei CD95L transduzierten C1R-A1 Zellen (C1R-A1-CD95L) (Abb.  3.4.a,b). 
Nachgewiesen wurde der Ligand sowohl mit dem anti-CD95L Antikörperklon 
BR17 als auch mit Klon Nok1 (nicht gezeigt).  
Auch fluoreszenzmikroskopisch gelang der Nachweis von CD95L: hier wurde 
deutlich, dass das Molekül von den transduzierten Zellen vorwiegend 
extrazellulär geclustert exprimiert wird (Abb. 3.4. a, b). Die hohe 
Oberflächenexpression des Moleküls war insofern überraschend, als für 
hämatopoetische Zellen auch nach Transfektion vorwiegend eine intrazelluläre 
Expression von CD95L beschrieben ist (Bossi und Griffiths, 1999).  
Da die Zellen mit der Wildtyp-DNA transduziert wurden, wurde CD95L auch von 
der Zellmembran abgespalten und war daher in löslicher Form (sCD95L) im 
Kulturmedium nachweisbar: mittels ELISA konnten bis zu 60ng/ml CD95L im 













































GFP CD95L Phasenkontrast 
C1R-A1GFP 
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Abb. 3.4.a,b Zelluläre Expression von CD95L in lentiviral transduzierten C1R und C1R-A1 
Zellen. Lentiviral transduzierte C1R (b.) und C1R-A1 (c.) Zellen wurden mit biotinyliertem anti-
CD95L (Klon BR17) und Streptavidin-PE gefärbt. Für die durchflußzytometrische Analyse 
(Histogramme) wurde eine Oberflächenfärbung durchgeführt, für den 
fluoreszenzmikroskopischen Nachweis wurden die Zellen fixiert und permeabilisiert, so dass 
zusätzlich zur Oberflächenexpression auch intrazelluläres CD95L markiert wurde. Links: 

























3.2.2.1 Zytotoxische Aktivität von C1R-CD95L und C1R-A1-CD95L 
Aufgrund der hohen CD95L Oberflächenexpression zeigten die transduzierten 
Zellen erwartungsgemäß eine hohe zytotoxische Aktivität: Nach Kokultivierung 
mit apoptosesensitiven Jurkatzellen wurden bereits bei einer Effektor zu Target 
Ratio von 0,6 70-90% der Target-Zellen lysiert (Abb. 3.5.a.). Um zu zeigen, 
dass die induzierte Apoptose CD95L abhängig war, wurden Caspase 8-/- Jurkat 
Zellen als Target Zellen verwendet, die nicht sensitiv für den Caspase-
abhängigen Weg der CD95 vermittelten Apoptose sind. Hier konnte keine 
spezifische Zytotoxizität beobachtet werden (Abb. 3.5.a.). Ebenso wurde bei 
Einsatz der mit dem Kontroll-Vektor transduzierten C1RGFP und C1R-A1GFP - 
Effektorzellen keine Apoptose ausgelöst (Abb. 3.5.b.). Dieses Ergebnis belegt 










Abb. 3.4.c. Nachweis von löslichem CD95L (sCD95L) im Kulturüberstand von 
transduzierten C1R- und C1R-A1 Zellen. Hierzu wurden die Zellen 5 Tage vor dem Assay in 
den angegebenen Zellkonzentrationen/well ausgesät. sCD95L wurde in filtriertem 
Kulturüberstand mittels Elisa nachgewiesen. Gezeigt sind die Mittelwerte und 








































Zusammengefasst konnte durch lentivirale Transduktion von CD95L in 
apoptoseresistente C1R und C1R-A1 Zellen eine stabile Expression von CD95L  
mit hoher biologischer Aktivität erreicht werden. 
 
 
3.2.3 Apoptoseresistenz von Fibroblasten und CD95L Expression nach 
lentiviraler Transfektion. 
Wie in Abschnitt 3.1.2. beschrieben, ist eine Voraussetzung für die Proliferation 
von Zellen nach stabiler Transfektion mit CD95L die Resistenz gegen CD95 
vermittelte Apoptose. Kultivierte Fibroblasten exprimierten nur zu etwa 15%  
den CD95 Rezeptor (nicht gezeigt). Diese Zellen wurden vor lentiviraler 
Transduktion auf ihre Sensitivität gegen CD95 vermittelte Apoptose untersucht. 
Fibroblasten zeigten nach Inkubation mit Anti-CD95-Antikörper (Klon Anti-Apo1) 
konstitutive Apoptoseresistenz: Auch nach 96h war keine höhere Apoptose zu 
erkennen (nicht gezeigt) während C1R, C1R-A1- und  EBV-B-Zellen bereits 
nach 24h eine Apoptoserate von 70-80% aufwiesen (Abb. 3.6.).  
/-
Abb. 3.5.  
Zytotoxische Aktivität mit 
CD95L lentiviral 
transduzierter C1R und 
C1R-A1 Zellen 
C1R-CD95L und C1R-A1-
CD95L wurden für 6h mit 
apoptosesensitiven bzw 
apoptoseresistenten, 
Caspase 8-/- Jurkat-Zellen in 
den angegebenen 
Effektor:Target 
Konzentrationen (E:T Ratio) 
kokultiviert. Die Analyse 
apoptotischer Jurkatzellen 
erfolgte nach AnnexinV/CD3 
Färbung im Zytometer (a). 
Als Kontrolle dienten Vektor-
transduzierte C1RGFP und 
C1R-A1-GFP Zellen (b). 
Die Berechnung der 
spezifischen Zytotoxizität 










































































Die Fibroblasten wurden wie für C1R und C1R-A1-Zellen beschrieben mit 
pCIGW-CD95L (Fib-CD95L) bzw. mit dem leeren Vektor als Kontrolle (Fib-GFP) 
lentiviral transduziert. Eine anschließende Selektion der GFP-positiven Zellen 
über den Zell-Sorter führte zu einer Anreicherung GFP-positiver Fibroblasten 
auf 95%. Die CD95L Oberflächenexpression war jedoch auf den transduzierten 
Zellen schwach: nur 8-15% der Zellen exprimierten CD95L (Abb. 3.7.b.). Für die 
fluoreszenzmikroskopische Untersuchung wurden die Zellen auf Kultur-
Objektträgern (Chamber slides) kultiviert, so dass eine in situ Färbung der 
Zellen nach Fixierung und Permeabilisierung möglich war. Hierbei zeigte sich 
eine vorwiegend intrazelluläre, geclusterte Expression des Liganden (Abb. 
3.7.c.).  
Um zu klären, ob CD95L in löslicher Form im Kulturmedium vorhanden ist,  
wurde der Überstand der Fibroblastenkultur mittels ELISA untersucht. Hier 
konnten bis zu 30ng/ml nachgewiesen werden (Abb. 3.7.a). Auffallend war, 
dass während der Kultur der CD95L transduzierten Zellen eine deutliche 
Abnahme der Zellzahl stattfand im Gegensatz zur Kontrollkultur mit Vektor-
transduzierten Zellen. Dies wurde dahingehend gedeutet, dass während der 
Kultur trotz Apoptoseresistenz gegenüber anti-Apo1 (Abb. 3.6.) autokrin 
Apoptose induziert wurde. Hierbei spielt wahrscheinlich die CD95L-
Oberflächenexpression der transduzierten Zellen und deren höhere Effektivität 
der Apoptoseinduktion im Vergleich zu anti-Apo1 eine Rolle. Dennoch wurden 
Versuche durchgeführt, um zu klären, inwiefern Fib-CD95L als Induktoren von 




Apoptosesensitivität von Fibroblasten 
im Vergleich zu C1R-, C1R-A1-, und 
EBV-B-Zellen. Fibroblasten,  C1R-, C1R-
A1- und EBV-B-Zellen wurden für 24 
Stunden mit 1µg/ml  anti-Apo1 inkubiert. 
Für die Spontanapoptose wurde zum 
Medium 1µg/ml IgG3 zugegeben. Die 
Apoptosedetektion erfolgte durchfluß-
zytometrisch mittels AnnexinV (AV)-
Markierung. Die spezifische Apoptose 
errechnete sich aus: ((AV induziert-AV 





























































Abb. 3.7.a/b Expression von CD95L in lentiviral transduzierten CD95L-Fibroblasten 
a. Durchflußzytometrischer Nachweis von Oberflächen-CD95L (m-CD95L). Für den 
durchflußzytometrischen Nachweis von m-CD95L wurden die Zellen mit biotinyliertem 
CD95L-AK, Klon Nok1 (rotes Histogramm) bzw. Klon BR17 (grünes Histogramm) und 
anschließend Streptavidin-PE gefärbt. Als Isotypkontrolle diente biotinyliertes IgG1 
(blaues Histogramm). Als Kontrollzellen wurden Fibroblasten verwendet, die mit dem 
GFP-Vektor pCIGW allein transduziert worden waren (Fib-GFP), links, die mit CD95L 
transduzierten Fibroblasten (Fib-CD95L) sind rechts gezeigt.  
b. Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis. Der fluoreszenzmikroskopische Nachweis 
erfolgte in situ nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen und Färbung mit 









Phasenkontrast GFP CD95L (BR17) 






Nok 1: 8%   (MSFI: 1,4) 

















viabel ca.   1000            500            250          125             62,5
ausgesät 
c. Nachweis von sCD95L im 
Kulturüberstand von Fib-CD95L. 
Fibroblasten wurden in den 
angegebenen Zellzahlen/well in einer 
96 well Platte ausgesät. Nach 5 Tagen 
wurde das Medium abgenommen und 
filtriert. Die Anzahl viabler Fibroblasten 
wurde durch Auszählen der adherenten 
Zellen in den wells bestimmt (kursiv). 
Mittels ELISA erfolgte der Nachweis 
von sCD95L, der quantitativ anhand 




3.2.3.1 Biologische Aktivität CD95L-transduzierter Fibroblasten 
Die biologische Aktivität von Fib-CD95L wurde untersucht, indem die Zellen in 
unterschiedlichen Konzentrationen mit CD95L sensitiven Jurkatzellen 
kokultiviert wurden. Obwohl die Oberflächenexpression von CD95L gering war, 
konnte in den Kokulturen überraschend eine hohe spezifische Zytotoxizität von 
85% gegen Jurkat-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 3.8.). Außerdem wurden 
Jurkatzellen mit Kulturüberstand der CD95L transduzierten Fibroblasten 
inkubiert, um die Funktionalität des löslichen CD95L zu testen. Auch durch 
sCD95L ließ sich Apoptose in den Targetzellen induzieren, wenn auch in einer 
deutlich geringeren Intensität von maximal 35% im Vergleich zu Fib-CD95L 












3.3 Depletion alloreaktiver T-Zellen durch CD95L 
exprimierende Zellen 
Das Projekt der Depletion alloreaktiver T-Zellen beinhaltete die Ziele, effektiv 
allospezifische Proliferation und Zytotoxizität zu reduzieren und gleichzeitig 
funktionelle regulatorische T-Zellen (CD4+CD25+Treg) zu erhalten. Dem lag die 
Vorstellung zugrunde, dass residuale Alloreaktivität durch überlebende 
alloreaktive T-Zellen dauerhaft durch Treg supprimiert werden könnte. 
Die Absicht, allo-aktivierte T-Zellen durch CD95L vermittelte Apoptose selektiv 
zu depletieren, beruht auf der Erwartung, dass aktivierte T-Zellen im Gegensatz 
zu nicht aktivierten Zellen sensitiv für diesen Apoptoseweg sind (Klas et al., 
1992). 
Abb. 3.8. 
CD95L transduzierte Fibroblasten 
induzieren Apoptose in Jurkat-Zellen. 
Fibroblasten wurden in der 
angegebenen Zellzahl ausgesät. Für den 
Nachweis biologischer Aktivität wurden 
die transduzierten Fibroblasten mit je 
30000 Jurkat-Zellen kokultiviert. Um die 
biologische Aktivität des Kultur-
überstandes (SN) zu untersuchen, 
wurden 100µl Fibroblasten-Überstand zu 
30000 Jurkat-Zellen (in 100µl) pipettiert. 
Der Apoptosenachweis in den Jurkat-
Zellen erfolgte durch AnnexinV/CD3 
Färbung nach 24h. Die Berechnung der 



































Für unsere Untersuchungen waren außerdem folgende grundsätzliche Aspekte 
von Bedeutung, die bisher nicht eindeutig geklärt und zu berücksichtigen waren: 
1. Zum einen wurde postuliert, dass T-Zellen, in denen Apoptose induziert 
werden sollte, vorher durch Antigene der CD95L exprimierenden Zellen 
selbst stimuliert worden sein mussten, die Apoptoseinduktion also 
antigenspezifisch erfolgt (Lenardo et al. 1999, Strauß et al. 2007). 
Als Konsequenz müssten die gleichen Zellen zur Stimulation und zur 
Apoptoseinduktion verwendet werden. 
2. Andere experimentelle Befunde wiederum legten nahe, dass die 
Aptoseinduktion unabhängig von den stimulierenden Antigenen, 
erfolgen kann (Dulat et al. 2001, O´Flaherty et al. 1997, Lau et al. 1996). 
Danach wäre es möglich, zur Stimulation und zur Apoptoseinduktion 
unterschiedliche Zellen zu verwenden.  
3.3.1 Funktionelle Untersuchungen von C1R-A1-CD95L Stimulatorzellen in 
der gemischten Lymphozytenkultur (MLC) 
Zunächst wurde von einer antigenspezifischen Apoptoseinduktion durch CD95L 
exprimierende Stimulatorzellen ausgegangen: C1R-A1-CD95L Zellen wurden 
gleichzeitig zur Stimulation als auch zur Apoptoseinduktion eingesetzt. Hierzu 
wurden Lymphozyten (NK depletierte MNC, s. Abschnitt 2.2.8) mit CD95L 
transduzierten C1R-A1-Zellen und mit Vektor-transduzierten C1R-A1GFP Zellen 
kokultiviert. 































                                     MLC 5d,  Re-MLC 4d 
Abb. 3.9. 
Schematische Übersicht des Versuchsaufbaus: MNC (Donor A) wurden mit C1R-A1-
CD95L oder C1R-A1-GFP Zellen für 5 Tage mit einer MNC/Stimulatorratio von 2:1 
stimuliert und viable Zellen anschließend für 4 Tage mit den gleichen Stimulatorzellen 




3.3.1.1 C1R-A1-CD95L Stimulatorzellen induzieren Apoptose in T-Zellen 
In  Vorarbeiten war gezeigt worden, dass allo-aktivierte T-Zellen sensitiv für 
CD95-Antikörper vermittelte Apoptose waren (Abschnitt 3.1.1., Abb. 3.1. b). In 
den folgenden Untersuchungen sollte untersucht werden, ob auch C1R-A1-
CD95L Zellen in der Lage waren, Apoptose in diesen T-Zellen zu induzieren. 
Hierzu wurde die Annexin V Rate von CD8+ und CD4+ Zellen zu verschiedenen 
Zeitpunkten der Kultur mit C1R-A1-CD95L untersucht. Bei Stimulation mit C1R-
A1-CD95L war die Rate apoptotischer CD4+ Zellen mehr als doppelt so hoch 
wie die der Kontrollkulturen (C1R-A1GFP) (Abb. 3.10.). Ebenso zeigten CD8+ 
Zellen eine erhöhte Apoptoserate nach Kokultivierung mit CD95L transduzierten 
Stimulatorzellen. Aufgrund ihrer zunächst geringeren Sensitivität für CD95L 
vermittelte Apoptose (s. Abschnitt 3.1.1) war die Apoptose im Vergleich zu 
CD4+ Zellen bis Tag 7 geringer, CD8+ zeigten aber ab Tag 9 eine mit CD4+ 















3.3.1.2 CD95L exprimierende C1R-A1 Zellen reduzieren die Anzahl 
Aktivierungsmarker positiver T-Zellen  
Die Untersuchung der Aktivierungsmarker CD25, CD71 und HLA-DR während 





























Induktion von T-Zell Apoptose durch C1R-A1-CD95L. MNC wurden mit C1R-A1-
CD95L bzw. mit C1R-A1-GFP, wie in Abb. 3.7. beschrieben, kokultiviert und an d5 
restimuliert. Zu den angegebenen Zeitpunkten erfolgte die Analyse apoptotischer T-
Zellen nach AnnexinV/CD4 bzw. CD8 Doppelfärbung im Durchflußzytometer. Gezeigt 
sind Mittelwerte und Standardabweichungen von 6 unabhängigen Experimenten. 
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Die Expression von Aktivierungsmarkern variierte auch in mit C1R-A1GFP 
stimulierten T-Zellen von Experiment zu Experiment. Bis Tag 4 der Kultur 
konnten wie erwartet keine Unterschiede zwischen C1R-A1GFP und C1R-A1-
CD95L aktivierten T-Zellen gefunden werden (nicht gezeigt), da alloaktivierte T-
Zellen erst nach 5 Tagen Stimulation apoptosesensitiv werden (Abb. 3.1.). In 
allen Experimenten wurde jedoch ab dem 5. Tag eine Reduktion der aktivierten 
T-Zellen um 30-70% nach C1R-A1-CD95L im Vergleich zur C1R-A1GFP 
Stimulation nachgewiesen (Abb. 3.11). Zu beachten ist, dass aus technischen 
Gründen in diesen Experimenten keine Annexin-Gegenfärbungen durchgeführt 
werden konnten, so dass keine Aussage über die Viabilität der 



















3.3.1.3 C1R-A1-CD95L inhibieren die Proliferation von T-Zellen in der MLC  
Der Einfluß von C1R-A1-CD95L auf die Proliferation von T-Zellen wurde im zu 
verschiedenen Zeitpunkten der Kultur durch Messung des ³H-Thymidin Einbaus 
und durch die Bestimmung der absoluten Zellzahl untersucht. Dabei dienten T-














































Reduktion aktivierter T-Zellen durch C1R-
A1-CD95L 
MNC wurden wie in Abb. 3.7. beschrieben mit 
C1R-A1-CD95L bzw. C1R-A1-GFP stimuliert. 
An Tag 5, 7 und an Tag 9 (wie angegeben) 
wurden die Aktivierungsmarker CD25, CD71 
und HLA-DR auf CD3+ T-Zellen 
durchflußzytometrisch nachgewiesen. Bis Tag 
4 der Kultur wurden keine Unterschiede 
gefunden und daher auf die Darstellung der 
Ergebnisse verzichtet. Ein repräsentatives 
Experiment von 6 ist gezeigt. 
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In Kulturen mit C1R-A1-CD95L war die T-Zell-Proliferation nach 5 Tagen auf 
30% der Kontrollkultur reduziert und entsprach nur noch dem 5-fachen der 
Medium-Kontrolle, (Abb. 3.12.a.). Nach weiteren 4 Tagen Stimulation mit C1R-
A1-CD95L war die Proliferation der T-Zellen auf den Wert der Medium-Kontrolle 
reduziert. Die Proliferation nach Zusatz von OKT3/CD28 zur polyklonalen 
Stimulation blieb dagegen erhalten (Abb. 3.12.b.). Die Zellzahlbestimmung über 
die Kulturdauer hinweg bestätigte das Ergebnis des 3H-Thymidin Einbaus: 
während die T-Zellen der Kontrollkulturen eine normale Proliferation aufwiesen, 
konnte kein Zell-Wachstum in den C1R-A1-CD95L Kulturen festgestellt werden, 
die Zellzahl nahm vielmehr ab: von 100 Mio eingesetzten Zellen waren nach der 
Kultur noch zwischen 2-30 Mio Zellen viabel (Mittelwert: 14,37 Mio, 




















Mit diesen Experimenten konnte demonstriert werden, dass C1R-A1-CD95L 
Stimulatorzellen die Proliferation der T-Zellen inhibieren. Die Anzahl aktivierter 
T-Zellen wurde durch C1R-A1-CD95L Kokultur herabgesetzt, während der 
















































 a. b. 
 c. 
Abb. 3.12. 
Inhibition der Proliferation von Lymphozyten durch 
C1R-A1-CD95L in der MLC. 
MNC wurden wie in Abb. 3.9. beschrieben stimuliert. 
Der ³H-Thymidin-Einbau wurde nach Primärstimulation 
(a.) und nach Restimulation (b.) bestimmt. Als Negativ-
Kontrolle wurden MNC mit Medium allein, für die 
Positiv-Kontrolle mit OKT3/CD28 kultiviert 
(Primärstimulation: nur je ein Wert, da für C1R-A1-
CD95L und C1R-A1-GFP gleich). Die Werte geben 
den Mittelwert und die Standardabweichung von 
Dreifachwerten an. Die Bestimmung der absoluten 
Zellzahl (c.) erfolgte unter Trypanblau-Färbung an den 
angegebenen Tagen der Kultur. 
Ein repräsentatives von 6 Experimenten ist gezeigt. 
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3.3.2 Allospezifische T-Zell-Depletion nach simultaner Stimulation und 
Apoptoseinduktion mit CD95L exprimierenden C1R-A1 Zellen 
Zusammenfassend wurde bislang gezeigt, dass es tatsächlich möglich ist, mit 
C1R-A1-CD95L Zellen gleichzeitig T-Zellen zu stimulieren und Apoptose zu 
induzieren. Nun sollte überprüft werden, ob die erhöhte Apoptose alloantigen 
spezifisch war.  Wenn ja, würde eine Restimulation der residualen T-Zellen aus 
der Primärkultur mit C1R-A1GFP Zellen, welche kein CD95L exprimieren, auch 
zu einer deutlich eingeschränkten Proliferation führen.  
Um den Grad der Allodepletion zu überprüfen, wurden Zellen, die mit C1R-A1-
CD95L primär stimuliert worden waren, in der Sekundär-MLC mit C1R-A1GFP 
kokultiviert. Als Kontrolle dienten primär mit C1R-A1GFP aktivierte T-Zellen. 
Sowohl zytotoxische Aktivität als auch Proliferation der T-Zellen wurden 













3.3.2.1 C1R-A1-CD95L inhibieren die Proliferation allospezifisch aktivierter 
T-Zellen 
Die Proliferation allospezifisch aktivierter T-Zellen wurde durch die Einbaurate 
von ³H-Thymidin- bestimmt. Die mit C1R-A1-CD95L primär stimulierten T-Zellen 
zeigten keine allospezifische Proliferation bei Restimulation mit C1R-A1GFP 
(Abb. 3.14.). Dagegen war die Proliferation auf OKT3/CD28 erhalten. Ebenso 
wurde für T-Zellen der Kontrollkultur, in der primär und sekundär mit C1R-A1GFP 
stimuliert wurde, eine normale Proliferation gefunden (Abb. 3.14.).   
Abb. 3.13. Schematische Übersicht des Versuchaufbaus: Primär-MLC mit C1R-A1-CD95L 
und C1R-A1GFP; Sekundär-MLC mit C1R-A1GFP. MNC/Stimulatorenratio: 2:1. 
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Eine effektive Inhibition der allospezifischen Proliferation durch C1R-A1-CD95L 



















3.3.2.2 C1R-A1-CD95L reduzieren die alloreaktive Zytotoxizität von T-Zellen 
Analog zur Proliferation wurde der Effekt des Kulturverfahrens auf die 
allospezifische Zytotoxizität untersucht. Die spezifische Zytotoxizität C1R-A1GFP 
stimulierter T-Zellen gegen C1R-A1GFP Targets (Maximalkontrolle) betrug 37% 
nach 20h bei einer E:T-Ratio von 50 (Abb. 3.15.). Dagegen wurde keine 
Zytotoxizität beobachtet, wenn C1R-A1-CD95L stimulierte Zellen gegen C1R-


















Abb. 3.14.  
Inhibition der allospezifischen Proliferation durch C1R-A1-CD95L. 
MNC wurden für die Primärstimulation mit C1R-A1GFP (blaue Balken) oder C1R-A1-CD95L 
(rot schraffierte Balken) stimuliert. Nach Isolierung der lebenden T-Zellen wurden diese wie 
angegeben restimuliert. An Tag 9 erfolgte die Markierung mit ³H-Thymidin-Thymidin über 
16h. Für die Negativkontrolle wurden die Zellen mit Medium allein, für die Positivkontrolle 
unter Zugabe von OKT3/CD28 kultiviert. Die Werte geben den Mittelwert und die 
Standardabweichung von Dreifachwerten an. Ein repräsentatives von 3 unabhängigen 
















Zusammengefasst zeigen diese Experimente, dass T-Zellen nach 5 Tagen 
Kokultur mit C1R-A1-CD95L Zellen eine fehlende zytotoxische Aktivität gegen 
die allogenen Stimulatorzellen (nicht CD95L exprimierende C1R-A1GFP) 
aufwiesen und durch diese Zellen nicht mehr aktivierbar waren. Damit ist klar 
belegt, dass alloreaktive T-Zellen in diesem System effektiv depletiert wurden. 
 
3.3.2.3 Bystandereffekt durch C1R-A1-CD95L bzw. C1R-CD95L: 
Zytotoxizität gegen nicht aktivierte T-Zellen 
Obwohl die Zellen nach Kokultivierung mit CD95L transduzierten C1R / C1R-A1 
Zellen funktional und durch OKT3/CD28 und 3rd-party Zellen stimulierbar waren, 
war der Zellertrag gering: 70-98% (Mittelwert: 85,6%, Standardabweichung: 
13,22%) der eingesetzten Zellen waren nach der Kultur apoptotisch. Da der 
Anteil alloreaktiver T-Zellen zwischen 1-10% liegt (Janeway und Travers, 2005), 
konnte der geringe Zellertrag nicht mit der Apoptose allogen aktivierter T-Zellen 
allein erklärt werden. Um zu evaluieren, ob dieser unerwünschte Effekt durch 
Zytotoxizität gegen nicht aktivierte (ruhende) T-Zellen bedingt war,  wurden 
CD95L-tranduzierte C1R- (Abb. 3.16.a.) und C1R-A1- (Abb. 3.16.b.) Zellen mit 
stimulierten MNC inkubiert und die Zytotoxizität mit der gegen nicht stimulierte 
MNC des gleichen Spenders sowie gegen Nabelschnur MNC verglichen. Die 
Zytotoxizität gegen aktivierte MNC betrug in beiden Ansätzen maximal knapp 
80%. Im Gegensatz zu der ursprünglichen Annahme, dass nicht aktivierte 
Abb. 3.15. 
Reduktion der allospezifischen Zytotoxizität durch C1R-A1-CD95L. 
MNC wurden mit C1R-A1-CD95L (rot gepunktete Linie) oder C1R-A1-GFP (blaue Linie) primär 
stimuliert. Nach Isolierung der lebenden T-Zellen wurden diese gegen C1R-A1-GFP in den 
angegebenen E:T-Ratios für 20h kokultiviert.  Die Auswertung erfolgte nach 20h durch 
AnnexinV Färbung der GFP positiven Zellen. Ein repräsentatives von 3 unabhängigen 




























(ruhende) T-Zellen resistent gegen CD95L vermittelte Apoptose sind (Klas et 
al., 1993), konnte hier eine Zytotoxizität von maximal 40% (C1R-CD95L-
Effektoren) bzw. 60% (C1R-A1-CD95L Effektoren) nachgewiesen werden, 
wenn unstimulierte MNC als Target verwendet wurden. Dagegen konnte gegen 
Nabelschnur-MNC keine Zytotoxizität gefunden werden.  
Somit muss davon ausgegangen werden, dass bei T-Zell-Stimulation durch 
CD95L exprimierende C1R- bzw. C1R-A1- Zellen unspezifisch auch eine 
Induktion von Apoptose in nicht aktivierten T-Zellen stattfindet.  Die Zytotoxizität 
gegen nicht aktivierte (Bystander) T-Zellen ist daher offensichtlich 
verantwortlich für die geringe Ausbeute viabler Zellen nach Inkubation mit 
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a. b. 
Abb. 3.16. Bystanderzytotoxizität durch C1R-CD95L (a) und C1R-A1-CD95L (b).
Unstimulierte Buffy-Coat MNC, mit PHA stimulierte MNC (d8) des gleichen Spenders und 
unstimulierte Nabelschnur-MNC (Targets) wurden für 8h mit C1R-CD95L (a) bzw. C1R-A1-
CD95L (b)-Zellen (Effektoren) in den angegebenen Effektor/Target (E:T) Ratios kokultiviert. 
Die Analyse apoptotischer T-Zeleln erfolgte nach AnnexinV/CD3 Färbung im Zytometer. 
Gezeigt ist eines von 2 Experimenten.  
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3.3.3 Allodepletion durch lentiviral CD95L-transduzierte Fibroblasten nach 
primärer Stimulation mit EBV-B-Zellen des gleichen Spenders 
Zusammenfassend war bislang gezeigt worden, dass durch CD95L 
exprimierende C1R-A1 Zellen eine allogene Stimulation von T-Zellen erreicht 
und gleichzeitig in aktivierten T-Zellen Apoptose induziert wurde. Stimulation 
und Apoptoseinduktion erfolgte in dieser Kultur durch die gleichen Zellen. 
Dieser Ansatz eignet sich jedoch nicht für eine mögliche klinische Applikation, 
bei der als Ziel eine empfängerspezifische Alloaktivierung von Spender-T-Zellen 
und die selektive Depletion dieser Zellen erfolgen muss. C1R-A1-Zellen 
exprimieren nicht individuell die HLA-Merkmale der Empfänger, sondern 
stimulieren HLA-A1-spezifisch. Auch wäre die Prozedur einer individuellen 
CD95L-Transduktion nach vorangehender Apoptoseresistenzentwicklung in B-
Zell-Linien des Empfängers zu komplex. Als Alternative zu B-Zellen wurden 
geprüft, ob konstitutiv apoptoseresistente, CD95L transduzierte Fibroblasten (s. 
Abb. 3.6, 3.7.) für die Apoptose-Induktion in Frage kamen. Fibroblasten eignen 
sich allerdings nicht als alloantigen-präsentierende Zellen. Um dieses Problem 
zu umgehen, wurde als Alternative zum bisherigen „simultanen“ Kultursystem, 
bei dem Alloantigen-Stimulation und Apoptoseinduktion durch die gleiche Zelle 
und in einem einzigen Kulturansatz erfolgte, ein „sequentielles“ Kultursystem 
geprüft. Hierbei erfolgte zunächst die Aktivierung der T-Zellen und in einer 2. 
Phase die Zusetzung CD95L-exprimierender Fibroblasten (Fib-CD95L) zur 
Apoptoseinduktion. Da nicht geklärt war, ob für CD95L vermittelte Apoptose 
eine simultane TCR-MHC Bindung stattfinden müsse, sollten Stimulatoren und 
Apoptoseinduktoren HLA-identisch sein. 
EBV-B-Zellen wurden dabei zur Stimulation und CD95L transduzierte 
Fibroblasten des gleichen Spenders zur Apoptoseinduktion verwendet (s. auch 
Einleitung, Abb. 1.5.b).   
 
3.3.3.1 Reduktion der allospezifischen Reaktivität durch CD95L 
exprimierende Fibroblasten nach Primärstimulation mit EBV-B-
Zellen  
Um zu prüfen, ob Fib-CD95L in der Lage sind, allogen aktivierte T-Zellen zu 
depletieren wurden MNC (Donor A) zunächst für 5 Tage mit EBV-B-Zellen 
(Donor B) stimuliert. Die Zellen wurden anschließend in eine mit transduzierten 
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Fibroblasten (Donor B) bewachsenen Kulturflasche übertragen und für 3 Tage 
kokultiviert. Zur Kontrolle wurden allogen aktivierte MNC mit Vektor-
transduzierten Fibroblasten (Fib-GFP) kokultiviert. An Tag 8 wurden viable T-
Zellen mit den primären EBV-B-Stimulatorzellen für 5 Tage restimuliert, um 
residuale cytotoxische und proliferative Aktivität gegenüber Donor B zu 















T-Zellen, die nach primärer Alloaktivierung mit CD95L-exprimierenden 
Fibroblasten inkubiert wurden, zeigten eine deutlich höhere Annexin V Rate 
sowohl in CD8 als auch in CD4 positiven Zellen im Vergleich zu T-Zellen, die 
mit Vektor-transduzierten Fibroblasten kokultiviert wurden (Abb. 3.18.a.). Auch 
die Expression von Aktivierungsmarkern war im Vergleich zur Kontrollkultur 
(Fib-GFP) erniedrigt (Abb. 3.18.b.). 
Nach Restimulation mit den primären EBV-B-Zellen war die Proliferation 
deutlich reduziert, sie wies nur noch den 1,5fachen Mediumwert auf (Abb. 
3.18.c.). 
Die zytotoxische Aktivität der mit Fib-CD95L inkubierten T-Zellen wurde nach 
20h Kokultivierung mit EBV-B-Zellen untersucht. Während T-Zellen, die mit Fib-
GFP inkubiert wurden, eine spezifische Zytotoxizität von 18% zeigten, betrug 
die spezifische Zytotoxizität nach Inkubation mit Fib-CD95L nur maximal 8% 
(Abb. 3.18.d.).  
 
Abb. 3.17. 
Schematische Übersicht des Versuchaufbaus: Primärstimulation von MNC (donor A) 
mit allogenen EBV-B Zellen (donor B), Apoptoseinduktion durch Fib-CD95L (donor B), 
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Zusammengefasst zeigen diese Resultate, dass trotz niedriger CD95L 
Oberflächenexpression der transduzierten Fibroblasten eine Reduktion der 
allospezifischen Reaktivität erreicht wurde. Hierzu trug mit großer 
Wahrscheinlichkeit auch die Freisetzung von sCD95L ins Kulturmedium bei. 
Allerdings war die Effektivität der Allodepletion geringer als unter Verwendung 
von C1R-A1-CD95L Zellen im "simultanen“ Kulturansatz. 
Im Rahmen des Experimentes wurde gezeigt, dass die allospezifische 
Depletion im sequentiellen Kultursystem nach Primärstimulation mit EBV-B-
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Depletion allo-stimulierter T-Zellen durch CD95L exprimierende Fibroblasten nach 
Primärstimulation mit EBV-B-Zellen. a. Apoptosedetektion. An d8 wurden Annexin V 
positive CD4+ bzw CD8+ T-Zellen durchflußzytometrisch bestimmt. b. Aktivierungsmarker.
Der Anteil CD25, CD71 und HLA-DR positiver CD3+-T-Zellen wurde an Tag 8 
durchflußzytometrisch bestimmt. c. Inhibition der Proliferation nach Inkubation mit Fib-
CD95L. An d8 wurden viable T-Zellen isoliert und mit den für die Primärstimulation 
verwendeten EBV-B Zellen für 5 Tage restimuliert. Die proliferative Aktivität wurde durch 
Einbau von 3H-Thymidin bestimmt. d. Inhibition der cytotoxischen Aktivität durch 
Inkubation mit Fib-CD95L. Nach Isolierung der lebenden T-Zellen an d8 wurden diese für 
24h mit den primären EBV-B Stimulatorzellen (Targets) in den angegebenen E:T Ratios 
kokultiviert. Die Auswertung erfolgte durch Annexin V Färbung CaAM positiver Target-Zellen. 
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Spenders prinzipiell möglich ist. Aktivierung und Apoptoseinduktion müssen 
somit nicht durch dieselben Zellen vermittelt werden.  
 
3.3.4 Allodepletion im sequentiellen System mit CD95L transduzierten 
C1R-Zellen bzw. C1R-A1-Zellen nach Stimulation mit EBV-B-Zellen. 
Es war prinzipell gezeigt worden, dass ein sequentielles Kultursystem ebenfalls 
zur Depletion alloreaktiver T-Zellen verwendet werden kann. Daher sollte 
geklärt werden, ob durch Verwendung von C1R- bzw. C1R-A1-CD95L im 
Vergleich zu Fib-CD95L die Effektivität im sequentiellen Kulturansatz gesteigert 
werden könnte. Voraussetzung für die Effektivität eines solchen Systems war, 
dass der Apoptosemechanismus antigen-unspezifisch alle aktivierten T-Zellen 
erfassen würde und HLA-Identität von Stimulator- und apoptoseinduzierenden 
Zellen nicht gegeben sein musste.  
Im Hinblick auf eine mögliche klinischen Anwendung wäre ein solcher Ansatz 
von großem Vorteil, da nach individueller, HLA-spezifischer Aktivierung eine 
CD95L exprimierende Zell-Linie zur Apoptoseinduktion der aktivierten T-Zellen 
genutzt werden könnte.  
Es wurde ein sequentielles System gewählt, in dem EBV-transformierte B-Zell-
Linien bekannter HLA-Konstellation als primäre Stimulatorzellen verwandt und 
CD95L transduzierte C1R/C1R-A1 Zellen (HLA different zu den EBV-B 
Stimulatoren) nach der allogenen Stimulation zur Apoptoseinduktion eingesetzt 
wurden. Die Versuchsanordnung ist in Abb. 3.19 dargestellt. Nach 5 tägiger 
Allostimulation und nachfolgender Apoptoseinduktion über 3 Tage wurden 
viable T-Zellen durch magnetische Depletion mit AnnexinV/anti-CD19 
selektioniert. Anschließend wurde die cytotoxische Aktivität und Proliferation der 



















3.3.4.1 C1R-CD95L und C1R-A1-CD95L Zellen induzieren Apoptose und 
reduzieren aktivierte T-Zellen nach EBV-B-Zell-Stimulation  
Nach Primärstimulation mit EBV-B-Zellen und sequentieller Apoptoseinduktion 
mit C1R-CD95L/C1R-A1-CD95L, wurde an Tag 8 die Apoptose von CD4+ und 
CD8+ Zellen durch Annexin V Färbung und die Expression von 
Aktivierungsmarkern auf CD3+ T-Zellen untersucht. Als Kontrolle wurde die 
Inkubation von d5-d8 mit C1RGFP bzw C1R-A1GFP durchgeführt. Wie aus Abb. 
3.20. ersichtlich, ist die Apoptoserate sowohl der CD4+ als auch der CD8+ 
Zellen nach Inkubation mit CD95L transduzierten C1R-/C1R-A1 Zellen im 
Vergleich zur  GFP-Kontrollkultur deutlich erhöht. Die Anzahl der 
Aktivierungsmarker CD25, CD71 und HLA-DR-positiven T-Zellen war nach 
CD95L-Exposition um 10-15% reduziert (auch hier musste wie im simultanen 
System aus technischen Gründen auf eine AnnexinV Gegenfärbung verzichtet 
werden, so dass keine Aussage über die Viabilität der Aktivierungsmarker-
positiven Zellen möglich ist). Insgesamt waren Apoptose und Reduktion der 
aktivierten T-Zellen höher nach Inkubation mit C1R-A1-CD95L als mit C1R-
CD95L. Alle weiteren Experimente wurden daher mit C1R-A1-CD95L 
durchgeführt.  
 
Abb. 3.19. Schematische Übersicht des Versuchaufbaus: Primärstimulation MNC (Donor A) 
mit allogenen EBV-B Zellen (Donor B) (MNC/Stimulatorenratio: 2.1), Apoptoseinduktion durch 
C1R-/C1R-A1-CD95L (T-Zell/Apoptoseinduktorenratio: 2:1), anschließend Restimulation mit 
EBV-B-Zellen (Donor B) (MNC/Stimulatorenratio: 2.1). 
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Apoptoseinduktion und Reduktion der Aktivierungsmarker durch C1R-CD95L bzw. 
C1R-A1-CD95L Exposition nach Primärstimulation mit allogenen EBV-B-Zellen 
a. Nach Apotoseinduktion durch C1R-CD95L von d5-8 wurde AnnexinV auf CD4+ bzw 
CD8+ T-Zellen durchflußzytometrisch bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen von 3 unabhängigen Experimenten. b. Die angegebenen 
Aktivierungsmarker wurden an d8 unter Gegenfärbung von CD3 bestimmt (Ein 
repräsentatives von 3 Experimenten). c./d. Experimente entsprechend a./b. mit C1R-A1 –















































































3.3.4.2 C1R-A1-CD95L Zellen reduzieren allospezifische Aktivität nach 
Primärstimulation mit EBV-B-Zellen 
Als nächstes wurde die Effektivität des sequentiellen Kultursystems funktionell 
untersucht. Hierzu wurden nach Apoptoseinduktion zytotoxische Aktivität und 
Proliferation der residualen T-Zellen gegen die ursprünglichen EBV-B-
Stimulatoren ermittelt. 
Nach Primärstimulation mit EBV-B-Zellen und 3 Tagen Apoptoseinduktion 
durch C1R-A1-CD95L zeigten die T-Zellen keine Proliferation nach 
Restimulation mit den ursprünglichen EBV-B-Zellen, die 3H-Thymidin Werte 
lagen im Bereich der Medium-Kontrolle. Die Kontroll-T-Zellen (mit C1R-A1GFP 
inkubiert) wiesen hingegen normal hohe Werte auf. Die Proliferation gegenüber 
einem Pool fremder HLA-Antigene (3rd-party Zellen), blieb in den C1R-A1-
CD95L inkubierten T-Zellen erhalten, wenn auch im Vergleich zu den 






















Inhibition der allospezifischen T-Zell Proliferation. Primärstimulation mit EBV-B-Zellen
und anschließende Kokultur mit C1R-A1-CD95L  
MNC (donor A) wurden für 5 Tage mit allogenen EBV-B-Zellen (Donor B) stimuliert und 
anschließend für 3 Tage (d5-8) entweder mit C1R-A1-GFP oder mit C1R-A1-CD95L 
kokultiviert. Nach Isolierung der lebenden T-Zellen an d8 erfolgte die Restimulation mit EBV-
B-Zellen (Donor B). An d13 wurde die proliferative Aktivität durch Bestimmung des ³H-
Thymidin-Einbaus untersucht. Für die Negativkontrolle wurden die Zellen mit Medium, für die 
Positivkontrolle mit 3rd party Zellen kultiviert. Die Werte geben den Mittelwert und die 






















Zur Bestimmung der allospezifischen Zytotoxizität nach C1R-A1-CD95L/C1R-
A1GFP Inkubation, wurden die T-Zellen mit EBV-B-Zellen als Targets für 20h 
kokultiviert. Nach CD95L Exposition konnte keine cytotoxische Aktivität 
nachgewiesen werden. Im Gegensatz hierzu zeigten mit C1R-A1GFP stimulierte 




















Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass auch nach sequentieller 
Aktivierung und Apoptoseinduktion durch HLA-differente Zellpopulationen eine 
effektive Depletion alloreaktiver T-Zellen erreicht wurde. Im Vergleich zu den 
Resultaten, die unter Verwendung von CD95L exprimierenden Fibroblasten 
erzielt werden konnten, war die Effektivität dieses Systems deutlich höher, was 
auf die höhere Oberflächenexpression von CD95L durch transduzierte 
C1R/C1R-A1 Zellen zurückgeführt werden kann. Darüberhinaus war die 
Effektivität des sequentiellen Systems vergleichbar, wenn nicht sogar höher wie 
vorher beschrieben im simultanen Kultursystem (Abschnitt 3.3.2.1). 
Abb. 3.22. 
Inhibition der zytotoxischen Alloreaktivität durch C1R-CD95L nach Primärstimulation 
mit EBV-B-Zellen 
CD56- MNC wurden stimuliert wie in Abb. 3.19. beschrieben. Nach Apoptoseinduktion (d5-8 
C1R-A1-CD95L) und Isolierung der lebenden T-Zellen an d8 wurden die Zellen für 20h mit den 
für die Primärstimulation eingesetzten, CaAM markierten EBV-B-Zellen kokultiviert. Die 
Apoptosedetektion erfolgte durch AnnexinV Färbung der CaAM positiven Zellen. Für die 
Positivkontrolle wurden die Zellen von d5-d8 mit C1RGFP inkubiert. Ein repräsentatives von 3 


























3.3.5   Zusammenfassung: Depletion alloreaktiver T-Zellen durch CD95L 
exprimierende Zellen 
Die Depletion alloreaktiver T-Zellen mithilfe CD95L transduzierter Zellen konnte 
in allen experimentellen Ansätzen nachgewiesen werden. Dabei war der 
Einsatz retroviral transduzierter EBV-B-Zellen (Vorversuche, Abschnitt 3.1.2) 
wenig effektiv, wahrscheinlich aufgrund der Apoptosesensitivität sowie ihrer 
relativ geringen Expression von CD95L. Die lentivirale Transduktion 
apoptoseresistenter C1R- /C1R-A1 Zellen führte dagegen zu einer stabilen 
Oberflächenexpression von CD95L. Nach Verwendung von C1R-A1-CD95L 
Zellen, simultan als Stimulatoren und zur Apoptoseinduktion, war eine 
alloreaktive Aktivität der T-Zellen nicht mehr nachzuweisen. Stimulation und 
Apoptose mussten jedoch nicht notwendigerweise durch die gleichen Zellen 
vermittelt werden. Nach primärer allogener Stimulation mit EBV-B-Zellen war 
auch durch, mit den Stimulatorzellen HLA-identische, CD95L exprimierende 
Fibroblasten spezifisch Apoptose induziert worden.  Die Depletion alloreaktiver 
T-Zellen war allerdings – wahrscheinlich erneut aufgrund der geringen CD95L 
Oberflächenexpression der Fibroblasten – weniger effektiv. Es konnte 
schließlich gezeigt werden, dass in einem sequentiellen Kultursystem, in dem 
Stimulatoren und apoptoseinduzierenden Zellen zudem HLA-different waren, 
eine in hohem Maß effektive Allodepletion möglich war. So wurde nach 
Stimulation mit EBV-B Zellen durch C1R- und C1R-A1-CD95L eine vollständige 
Depletion alloreaktiver T-Zellen erreicht. Es ließ sich weder eine residuale 
Proliferation noch eine Zytotoxizität der depletierten T-Zellen gegen die 
ursprünglichen Stimulatorzellen nachweisen. Im Hinblick auf eine mögliche 
klinische Anwendung ist dieser letzte Ansatz besonders geeignet, da er bei 
jeder Spender / Empfänger-Konstellation zum Einsatz kommen kann. 
Tab. 3.1. fasst die Ergebnisse der unterschiedlichen Kultursysteme zur 































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































3.4 Untersuchung von FoxP3+CD4+CD25+ regulatorischen T-
Zellen (Treg) im Allodepletions Modell 
In murinen Modellen wurde gezeigt, dass FoxP3+CD4+CD25+ regulatorische T-
Zellen (Treg) in der Lage sind, GvHD abzuschwächen oder sogar zu verhindern 
(Hoffmann und Edinger 2006, Salomon et al., 2006). Es war daher von großem 
Interesse, zu klären, ob diese Zellen in unseren Kultursystemen erhalten 
blieben oder ebenfalls eliminiert wurden. 
FoxP3+CD4+CD25+ T-Zellen gehören zu den derzeit am Besten 
charakterisierten regulatorischen Zellen. Sie sind sowohl im Menschen als auch 
im Tiermodell beschrieben. Treg exprimieren außer CD25 (α-Kette des IL-2 
Rezeptors) und dem Transkriptionsfaktor FoxP3 eine Reihe anderer Moleküle, 
wie GITR (Glucocorticoid Induced TNFR family-related Receptor),  CD62L, 
Neuropillin, CTLA4 (Cytolytic T-Lymphocyte Associated Antigen 4), OX40 
(CD134) (Cobbold et al. 2003, Graca 2005, Baecher-Allan et al. 2006, Koenen 
und Joosten 2006). Keines dieser Oberflächenmoleküle ist jedoch spezifisch für 
Treg, so wird z.B. CD25 auch von aktivierten T-Zellen exprimiert. Der 
Transkriptionsfaktor FoxP3 ist für die Funktionalität von Treg essentiell: 
Mutationen des Genes führen zu einem schweren Immundefektsyndrom 
gekennzeichnet durch Immundysregulation und Autoimmunität (Fontenot und 
Rudensky 2005). Allerdings wird auch FoxP3 beim Menschen nicht 
ausschließlich von Treg, sondern auch nach Aktivierung von T-Zellen exprimiert 
(Gavin et al. 2006, Wang et al. 2007). 
3.4.1 Nachweis von CD4+CD25+ und FoxP3+ Zellen nach Kultur mit 
C1R-A1-CD95L  
Bei der Kontrolle der Aktivierungsmarker auf T-Zellen nach simultaner 
Stimulation und Apoptoseinduktion durch C1R-A1-CD95L fiel ein unerwartet 
hoher Anteil (7%) nicht apoptotischer Zellen auf, die CD4 positiv waren und den 
Aktivierungsmarker CD25 exprimierten (Abb. 3.23.a.).  Diese Beobachtung 
konnte nicht durch fehlende Depletion aktivierter, ebenfalls CD25 positiver  T-
Zellen erklärt werden, da keine Alloreaktivität mehr nachzuweisen war. Die 
Möglichkeit, dass es sich bei diesen CD4+CD25+ Zellen um regulatorische T-
Zellen handeln könnte, wurde durch die Untersuchung der FoxP3 Expression 
gestützt: während FoxP3 in frisch isolierten MNC (d0) nur marginal oder gar 
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nicht nachweisbar war, konnte FoxP3 nach Stimulation sowohl mit C1R-A1GFP 

















Der Nachweis von FoxP3+ Zellen nach simultaner Kultur ließ die Vermutung zu, 
dass Treg in diesem System erhalten blieben, also nicht sensibel gegen CD95L-
vermittelte Apoptose zu sein schienen.   
3.4.2 Untersuchung von Treg nach CD4+CD25+ Selektion 
Die FoxP3-Expression nach Kultur mit C1R-A1/ C1R-A1-CD95L war ein 
Hinweis auf die Präsenz regulatorischer T-Zellen. Zum einen ist ein sicherer 
Nachweis von Treg jedoch allein durch die FoxP3-RT-PCR nicht möglich, da 
FoxP3 auch von aktivierten humanen Zellen exprimiert wird. Zum anderen 
konnte aufgrund der RT-PCR Ergebnisse nicht ausgeschlossen werden, dass 
FoxP3 auch von CD8+ Zellen exprimiert wurde (Jarvis et al. 2005). Außerdem 
stellt die Analyse von Treg aufgrund des fehlenden linienspezifischen Markers 
nach Aktivierung (CD25- T-Zellen werden durch die Aktivierung CD25 positiv) 
eine besondere Herausforderung dar. Daher sollten Treg zur Untersuchung von 
Apoptosesensitivität, Erhalt und Funktion bereits vor der Kultur mit C1R-A1-
CD95L durch CD4+CD25+ Selektion angereichert und mit einer Treg- 
depletierten (CD4+CD25-) Population verglichen werden.  
Abb. 3.23. CD4+CD25+ (a)  bzw. FoxP3+ (b) Zellen bleiben nach simultaner Kultur mit 
C1R-A1-CD95L erhalten. a. Nach 5 Tagen Stimulation mit C1R-A1-CD95L wurde die CD25 
Expression auf CD4+, Annexin V negativen Zellen durchflusszytometrisch bestimmt. b. Die 
FoxP3 Expression wurde mittels RT-PCR aus mRNA von 5000 viablen Zellen in MNC an d0 
(linke Bande) und nach 5 Tagen Stimulation mit C1R-A1-GFP (mittlere Bande) bzw. C1R-A1-
CD95L (rechte Bande) bestimmt. GAPDH Expression diente als Kontrolle. Gezeigt ist ein 
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3.4.2.1 Anreicherung und Depletion von Treg 
Für die Isolierung von Treg folgten wir bisher publizierten Ansätzen und 
reicherten diese vor der Aktivierung durch CD4+CD25+ Selektion an.  
Aus Buffy-Coat - MNC wurden zunächst CD4+ Zellen mit einer Reinheit von 
>95% selektioniert (Abb. 3.24 a-d). Im Gegensatz zu murinen CD25+ Zellen 
(Liang et al., 2005) lassen sich humane CD25+ Zellen in peripheren MNC 
durchflusszytometrisch nicht als deutlich abgrenzbare Population darstellen, 
sondern sind vielmehr durch einen Fluoreszenzshift gekennzeichnet (Jonuleit et 
al. 2001, Ng et al. 2001, Jiang et al. 2003, Baecher-Allan et al. 2004, Suri-Payer 
et al., 2005). Die prozentualen Angaben für CD25+CD4+ Zellen können daher 
nicht absolut, sondern nur als Annäherung gesehen werden. In unseren 
Experimenten exprimierten zwischen 5-10% der peripheren humanen CD4+ T-
Zellen CD25 (Abb. 3.24. b). Aus den CD4+ selektionierten Zellen wurden durch 
magnetische Selektion CD25+ T-Zellen (CD4+CD25+ ca. 65% Abb. 3.24.d.) von 
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CD25- 
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a.                              b.                            c.                           d. 
nach CD25 Säule 
CD25+ 
(Positivfraktion)
Abb. 3.24. Anreicherung CD4+ 25+ Zellen. CD4+ Zellen wurden aus MNC mittels 
negativer Rosettierung (rosette-sepR CD4 Kit) mit einer Reinheit von 92-95% 
angereichert und mit PE-markiertem CD25 (Klon ACT-1) (b) gefärbt. Anschließend 
wurden CD25- (c) und CD25+ (d) Zellen unter Verwendung von Anti-PE-Beads durch 
magnetische Selektion getrennt. Zur Kontrolle der Reinheit wurden die Zellen mit CD4 
FITC und CD25 (Klon MA251) Cy5 gefärbt. Als Isotyp-Kontrolle wurde Maus-IgG1 
verwendet (a). Der MSFI (Mean Shift in Fluorescence Intensity) wurde folgendermaßen 
berechnet: 
MSFI= 
mittlere Fluoreszenzintensität CD25 AK 
mittlere Fluoreszenzintensität Isotypkontrolle 
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3.4.2.2 Resistenz der CD4+CD25+ T-Zellen gegenüber CD95L vermittelter 
        Apoptose 
Um zu überprüfen, ob Treg tatsächlich resistent gegenüber CD95L vermittelter 
Apoptose sind, wurde die Treg angereicherte Population mit C1R-A1-CD95L 
bzw. C1R-A1GFP stimuliert. Nach 5 Tagen wurden viable Zellen isoliert und für 4 
weitere Tage mit den gleichen Stimulatorzellen restimuliert, um über einen 
möglichst langen Zeitraum Apoptosesensitivität/-resistenz zu beobachten. Als 
Kontrolle dienten Treg-depletierte CD4+CD25- T-Zellen, von denen bis zu 80% 
wie erwartet nach Aktivierung  ebenfalls CD25 exprimierten. Der Anteil 
apoptotischer CD4+CD25+ Zellen wurde zu definierten Zeitpunkten 
durchflusszytometrisch nach AnnexinV Färbung bestimmt.  
Da Lymphozyten 3-5 Tage nach Aktivierung ein apoptosesensitives Stadium 
erreichen (s. Abschnitt 3.1.1.), konnte in der CD25-depletierten Population nach 
3-5 Tagen eine steigende Anzahl AnnexinV positiver CD4+CD25+ T-Zellen 
detektiert werden. Die spezifische Apoptose mit 30-60% blieb über die 
Kulturdauer hinweg erhalten (Abb. 3.25.a.). 
Hingegen sank in der CD4+CD25+ selektionierten Fraktion die Apoptoserate ab 
Tag 3 der Kultur auf Werte unter 10%, an Tag 9 unter 5% (Abb. 3.25.a.). Es 
kann daher gefolgert werden, dass Treg, zumindest bei längerem Kulturverlauf, 
resistent gegenüber CD95L vermittelter Apoptose sind. Die an Tag 3 noch 
vorhandene Apoptosesensitivität könnte auf in vivo voraktivierte, 
apoptosesensitive CD25+ Zellen zurückzuführen sein, da frisch isolierte 
CD4+CD25+ eine Mischung voraktivierter T-Effektorzellen und Treg 
repräsentieren. Für eine Voraktivierung der Zellen sprach eine erhöhte CD95 
Rezeptor Expression der angereicherten CD4+CD25+ (65% +/- 10%) im 
Vergleich zu CD4+CD25- Lymphozyten (23% +/- 1%) (nicht gezeigt). 
Es konnte somit eine Resistenz der Treg angereicherten CD4+CD25+ Population 
gegenüber CD95L vermittelter Apoptose im simultanen Kultursystem mit C1R-
A1-CD95L demonstriert werden, während wie zu erwarten Treg- depletierte 
CD4+CD25- Zellen nach 3 Tagen Stimulation sensitiv für CD95L vermittelte 
Apoptose wurden. 
Diese Resultate korrellierten auch mit der gesamten CD25 Expression: diese 
blieb bei Treg angereicherten Zellen nach CD95L Exposition konstant zwischen 
50-70%. Bei der Treg depletierten Population dagegen lag der Wert mit 5-10% 
























3.4.2.3 Dezimierung der CD25hi Population nach C1R-A1-CD95L Exposition 
Bezüglich der Apoptosesensitivität konnte ein auffallender Unterschied 
zwischen der CD25 hoch exprimierenden (CD25hi) Population, und den CD25 
mittel (intermediate, im) oder niedrig (low, lo) exprimierenden Zellen (CD25im/lo), 
beobachtet werden. Nach Kultur mit C1R-A1-CD95L wurde die CD25hi 
Population in allen Ansätzen dezimiert, während CD25im/lo- Zellen nicht 
betroffen waren (Abb. 3.26.b.). Diese Beobachtung war von Bedeutung, da 
regulatorische Funktionen bislang vor allem der CD25hi-Population zugeordnet 
worden waren (Baecher-Allen et al. 2001,2004; Roncador et al. 2005, Fritsching 
et al. 2005). Nach durchflusszytometrischen Kriterien (große und granulierte 
Zellen, Forward- und Side-scatter high) war die CD25hi-Population in unserem 














































Abb. 3.25 a. Apoptosesensitivität von CD4+25+ und CD4+CD25- Zellen. CD25 depletierte 
(CD25-) bzw. CD25 angereicherte (CD25+) CD4+ Zellen wurden mit C1R-A1GFP bzw. C1R-A1-
CD95L stimuliert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde der Anteil apoptotischer CD4+CD25+




Gezeigt sind Ergebnisse von 3 unabhängigen Experimenten. n.d.: not done  
b. CD25 Expression auf Annexin V neg. CD3+ Zellen. Die Expression von CD25 auf Annexin V 
negativen CD3+ Zellen wurde an den angegebenen Tagen nach C1R-A1GFP bzw C1R-A1-CD95L 
Stimulation durchflusszytometrisch bestimmt. Ein repräsentatives von 3 Experimenten ist gezeigt. 
% spezifische Apoptose= x 100 
 
(AV nach Stim. mit C1R-A1-CD95L)-(AV nach Stim. mit C1R-A1GFP) 























Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen, dass aktivierte, CD25hi T-
Zellen sowohl in CD25- als auch in CD25+ selektionierten Populationen nach 
CD95L Exposition apoptotisch wurden, während CD25im/lo -T-Zellen resistent 
gegen CD95L vermittelte Apoptose waren und vorallem in der Treg 
angereicherten Fraktion nachzuweisen waren.  
3.4.2.4 Phänotypische und funktionelle Charakterisierung von CD4+CD25+ 
T-Zellen nach Kultur mit CD95L exprimierenden Stimulatorzellen. 
Nachdem eine Apoptoseresistenz der CD4+CD25im/lo T-Zellen gezeigt worden 
war, sollte untersucht werden, ob es sich bei diesen Zellen tatsächlich 
phänotypisch und funktional um regulatorische T-Zellen handelte. Die 
CD4+CD25+ selektionierten Zellen wurden mit C1R-A1-CD95L bzw. C1R-A1GFP 
kokultiviert und zu definierten Zeitpunkten während der Kultur Apoptose und 
FoxP3 Expression untersucht. Als funktioneller Nachweis wurde zudem ein 
Suppressorassay durchgeführt: die Zellen wurden nach 5 Tagen  Kultur einer 
a. 
Side Scatter
Abb. 3.26. Dezimierung der CD25 hoch exprimierenden (CD25hi)  Population durch C1R-A1-
CD95L. An d7 der Kultur mit C1R-A1GFP bzw. C1R-A1-CD95L wurde die CD25 Expression der 
CD4+ Zellen im Lebendgate bestimmt.  
a. Das Lebendgate A (schwarz) wurde in Forward/Side-Scatter (FSC/SSC) high (gate B, rot), 
entsprechend der aktivierten Zellpopulation und FSC/SSC low (gate C, grün) aufgeteilt. 
b. Die farbliche Kennzeichnung dieser gates wurde bei den CD25 Färbungen beibehalten. Die 
Prozentzahlen der gesamten CD25 Expression (schwarz) und der CD25hi (pink) und CD25im/lo
(blau) exprimierenden Zellen sind jeweils angegeben.  

















































frisch angesetzten MLC aus kryokonservierten MNC des gleichen Spenders 
und 3rd-party Zellen als Stimulatorzellen zugesetzt. Als Kontrolle wurden die 
gleichen Versuche mit CD4+CD25- Zellen als Ausgangspopulation 
















3.4.2.4.1 FoxP3 Expression in CD4+CD25+ bzw CD4+CD25- -selektionierten 
T-Zellen  
Der Transkriptionsfaktor FoxP3 war in murinen Zellen ausschließlich in 
Assoziation mit Treg beschrieben (Fontenot et al. 2003, 2005, Gavin et al. 2007, 
Williams und Rudensky 2007). Für humane Zellen wurde auch eine Expression 
von FoxP3 auf aktivierten, nicht regulatorischen T-Zellen gezeigt (Gavin et al. 
2006, Wang et al. 2007). Da jedoch auch keine anderen linienspezifischen 
Marker definiert waren, untersuchten wir mittels RT-PCR die Genexpression 
von FoxP3 in CD4+CD25+ bzw. CD4+CD25- selektionierten Zellen nach 
Stimulation mit C1R-A1-CD95L und C1R-A1GFP (s. Schema Abb. 3.27.). Wie 
Abb. 3.28. zeigt, konnte FoxP3-m-RNA in CD4+CD25+ T-Zellen zu jedem 
Zeitpunkt der Kultur, sowohl mit C1R-A1GFP als auch mit C1R-A1-CD95L 
nachgewiesen werden. Mit dieser Analyse wurde bestätigt, dass FoxP3 positive 
Zellen nach Kultur mit C1R-A1-CD95L erhalten blieben. 
Abb. 3.27. Schematische Übersicht des Versuchaufbaus: CD4+ Zellen wurden durch 
magnetische Selektion in CD25+ und CD25- Fraktionen aufgetrennt, über 5 Tage mit C1R-A1-
CD95L und C1R-A1-GFP aktiviert. Die kultivierten CD4+CD25+ bzw. CD4+CD25- Zellen wurden 
anschließend im Suppressorassay zu einer MLC aus kryokonservierten MNC des gleichen 
Spenders + 3rd party Zellen gegeben. Zu den angegebenen Zeitpunkten erfolgten Apoptose-, 
GITR und FoxP3 Detektion. 
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In CD4+CD25- selektionierten Zellen war an d0 wie erwartet kein FoxP3 
nachweisbar. Erstaunlicherweise konnte nach 5 Tagen eine FoxP3-Expression 
detektiert werden - jedoch allein nach C1R-A1-CD95L Stimulation. CD4+CD25- 
T-Zellen hingegen, die mit C1R-A1GFP stimuliert worden waren, exprimierten 














Zusammenfassend wurde FoxP3 von Treg-angereicherten CD4+CD25+ Zellen 
sowohl nach C1R-A1GFP als auch nach C1R-A1-CD95L Stimulation exprimiert. 
Dieses Ergebnis bestätigt den Erhalt von Treg durch Resistenz gegen CD95L 
vermittelte Apoptose.  Darüberhinaus konnte hier sogar eine Anreicherung von 
Treg durch CD95L Exposition festgestellt werden: Treg-depletierte CD4+CD25-  
Zellen exprimierten FoxP3 überraschend nach C1R-A1-CD95L Exposition, 
während nach C1R-A1GFP-Kultur kein FoxP3 detektierbar war.  
3.4.2.4.2 Suppressorische Kapazität von CD4+CD25+ und CD4+CD25- T-
Zellen  
In einem Suppressorsassay wurden kultivierte CD4+CD25+ bzw. CD4+CD25- T-
Zellen (Donor C) für die Untersuchung ihrer Funktionalität  einer Primär-MLC 
zugesetzt, in welcher kryokonservierte MNC (ebenfalls Donor C) mit bestrahlten 
3rd-party Zellen stimuliert wurden (s. Schema Abb. 3.27.).  
Tatsächlich führte die Zugabe von CD4+CD25+ T-Zellen nach Kultur mit C1R-
A1-CD95L in einer Konzentration von 1:1 zu einer Suppression der Proliferation 
um ca. 50% (Abb. 3.29.). Als Kontrolle wurden CD4+CD25+ T-Zellen nach 
Abb. 3.28. FoxP3 Expression von CD4+CD25+ bzw CD4+CD25- isolierten Zellen nach 
Stimulation mit C1R-A1-GFP bzw C1R-A1-CD95L. An d0 und d5 der Stimulation wurde 
mRNA aus jeweils 5000 viablen Zellen gewonnen. Der Nachweis von FoxP3 mRNA 
erfolgte mittels RT-PCR. Zur Kontrolle diente der Nachweis von GAPDH. Gezeigt ist eines 
von 2 unabhängigen Experimenten. 
                                        d0                         d5                                     
CD25                            -        +      -       +       -       +      
+C1R-A1GFP                 -       -      +      +       -       -      





Kultur mit C1R-A1GFP zugegeben, was nur zu einer Suppression um 20% - 30%  
führte (Abb. 3.29.).  
Auch für Treg-„depletierte“ CD4+CD25- T-Zellen konnte nach Kultur mit C1R-A1-
CD95L suppressorische Kapazität nachgewiesen werden. Diese supprimierten 
die Proliferation in der MLC um 50% und waren damit in ihrer Wirkung  
vergleichbar mit der Treg-angereicherten CD4+CD25+ Population nach C1R-A1-
CD95L Stimulation (Abb. 3.29.). C1R-A1GFP-stimulierte T-Zellen der CD4+CD25- 
Fraktion wiesen dagegen keine supprimierenden Eigenschaften auf (Abb. 
3.29.). Somit korrellierten diese Resultate mit der nachgewiesenen FoxP3 




















Zusammenfassend konnte in Korrelation mit der FoxP3 Expression die 
suppressorische Wirkung der Treg-angereicherten CD4+CD25+ Zellen und auch 
der Treg-„depletierten“ CD4+CD25- Zellen nach CD95L Exposition demonstriert 
werden. CD4+CD25- Zellen, die mit C1R-A1GFP kultiviert wurden, zeigten keine 
suppressorische Wirkung. Diese Befunde bestätigten, dass Treg nach C1R-A1-


















Abb. 3.29. Suppressorische Kapazität der CD4+CD25+ bzw CD4+CD25- selektionierten Zellen nach 
Kultur mit C1R-A1-GFP bzw C1R-A1-CD95L. CD4+CD25+ (rot) bzw CD4+CD25- (blau) T-Zellen wurden 
für 5 Tage mit C1R-A1-GFP (gefüllte Balken) bzw C1R-A1-CD95L (schraffierte Balken) stimuliert. Viable
T-Zellen („suppressor“) wurden für die Bestimmung der suppressorischen Kapazität in einer 
Konzentration von 1:1 (suppressor/responder) einer MLC aus 3rd-party Zellen und kryokonservierter 
MNC (responder) zugefügt (s. Abb.3.27).  
Die Proliferation wurde mittels ³H-Thymidin-Einbaus 5 Tage später bestimmt. Als Kontrollen wurden 
sowohl kryokonservierte MNC mit 3rd-party Zellen ohne Zusatz kultivierter T-Zellen („nicht inhibierte“ 
MLC) und als auch kultivierte T-Zellen mit 3rd-party Zellen („Kontrolle“) stimuliert. Die Suppression wurde 
als prozentuale Proliferation der „nicht inhibierten“ MLC berechnet, nachdem die Proliferation der 
kultivierten T-Zellen mit 3rd-party Zellen abgezogen wurde. Gezeigt ist der prozentuale Anteil der nicht 




(cpm Suppressorassay)- (cpm “Kontrolle”) 
(cpm nicht inhibierte MLC) 
Proliferation % = x 100 
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3.4.3 Erhalt regulatorischer T-Zellen im sequentiellen Kultursystem 
Zusammenfassend zeigten die bisherigen Ergebnisse, dass FoxP3+ Treg nach 
Kultur mit CD95L exprimierenden C1R-A1-Zellen erhalten blieben.  
Auch im sequentiellen Kultursystem (Abschnitt 3.3.4.) sollte untersucht werden, 
ob FoxP3+ Treg Zellen erhalten blieben. Bei den Experimenten wurde auf die 
Selektion CD4+CD25+/- Zellen verzichtet und, wie für die Depletion alloreaktiver 
T-Zellen, mit CD56- MNC gearbeitet, um einen möglichen Einfluss von NK-
Zellen auszuschließen. 
CD56 depletierte MNC wurden mit EBV-B-Zellen (HLA-different zu C1R-A1) 
über 5 Tage stimuliert. Nach Anreicherung der viablen Zellen erfolgte die 
Apoptoseinduktion durch Inkubation mit C1R-A1-CD95L für drei Tage. Während 
des Kulturverlaufes untersuchten wir die Expression von FoxP3 und testeten 
die inhibitorische Kapazität der Zellen in einem Suppressorassay. 
Routinemäßig wurden ebenso Apoptose, CD25 Expression und die Effektivität 
der Depletion alloreaktiver T-Zellen in einem Zytotox- und Proliferationsassay 
kontrolliert, um auszuschließen, dass eine unzureichende Depletion mit dem 
Erhalt von Treg einhergehen würde (nicht gezeigt, Ergebnisse entsprechend 
Abschnitt 3.3.4.1. und 3.3.4.2.). Abb. 3.30. gibt einen schematischen Überblick 




















MNC Donor A + 
3rdparty/EBV-B-
Zellen (Donor B) 
Abb. 3.30. Schematische Übersicht des Versuchaufbaus. CD56 depletierte MNC (Donor A) 
wurden mit EBV-B-Zellen (Donor B) stimuliert und nachfolgend zur Apoptoseinduktion mit C1R-
A1-CD95L (Kontrolle C1R-A1GFP) inkubiert. Die so kultivierten, viablen Zellen wurden für einen 
Suppressorassay zu einer MLC aus kryokonservierten MNC (Donor A) und EBV-B-Zellen (Donor 
B) bzw. 3rd-party-Zellen gegeben. An den angegebenen Tagen wurde FoxP3 und Suppression 
untersucht. Die in Klammern stehenden Analysen wurden routinemäßig mitgeführt, ohne dass 
deren Ergebnisse hier nochmals aufgeführt werden, da sie Abschnitt 3.3.4. entsprechen.   
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3.4.3.1 FoxP3 Expression im sequentiellen Kultursystem 
Die FoxP3 Genexpression wurde mittels RT-PCR an Tag 0, 5 und 8 der Kultur 
bestimmt. Vor Stimulation war FoxP3 nur geringfügig nachweisbar, während an 
d5 nach EBV-B-Zell-Stimulation FoxP3 exprimiert wurde. Nach Kultur mit C1R-
A1-CD95L und C1R-A1GFP über 3 Tage blieb die FoxP3 Gen-Expression 







Auch im sequentiellen Kultursystem blieben somit nach CD95L Exposition 
FoxP3+ Zellen erhalten. Der Nachweis einer FoxP3 Gen-Expression an d5 
nach EBV-B-Zell- Stimulation kann entweder durch eine Anreicherung oder 
durch Neusynthese des Moleküls nach Aktivierung erklärt werden.  
3.4.3.2 Suppressorische Kapazität von MNC im sequentiellen Kultursystem 
Zusätzlich zum Nachweis von FoxP3 nach C1R-A1-CD95L Kultur im 
seqeuentiellen System sollte ebenfalls der funktionelle Aspekt von 
regulatorischen Zellen in diesem System geklärt werden. Weiterhin sollte 
untersucht werden, ob eine mögliche suppressorische Wirkung 
antigenspezifisch, d.h. spezifisch für die zur Primärstimulation eingesetzten 
EBV-B-Zellen wäre. Daher wurden die mit C1R-A1-CD95L kultivierten Zellen (> 
95% T-Zellen, Donor A) in Suppressorassays zu einer MLC kryokonservierter 
MNC (Donor A) gegen die initialen EBV-B-Zellen (Donor B) und außerdem zu 
einer MLC gegen 3rd-party Zellen (neue Antigene) gegeben (s. Schema Abb. 
3.30.). Antigenspezifisch konnte bei der Zugabe von 1:1 kultivierter Zellen/MNC 
eine Suppression der Proliferation von ca. 50% erreicht werden, wenn die 
initialen EBV-B-Zellen als Stimulatoren im Suppressorassay verwendet wurden 
(Abb. 3.32.a.). Für die Untersuchung antigenunabhängiger Suppression wurden 
3rd-party Zellen im Assay verwendet. Hier konnte nur eine Suppression von 20-
Abb. 3.31. FoxP3 mRNA Expression im sequentiellen Kultursystem. RNA aus jeweils 5000 
viablen Zellen wurde an d0, d5 (nach EBV-B Stimulation) und d8 (nach C1R-A1-CD95L und 
C1R-A1-GFP Inkubation) isoliert und die FoxP3 Expression mittels RT-PCR untersucht. Zur 
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30% in der Verdünnung 1:1 erreicht werden, bei höheren Verdünnungsstufen 
gab es keine supprimierenden Effekte mehr (Abb. 3.32.b.).  
Zusammenfassend weisen diese Ergebnisse auf eine Alloantigenspezifität der 
erhaltenen Treg hin. 
In den Kontrollexperimenten, in denen C1R-A1GFP-inkubierte Zellen zum 
Suppressorassay hinzugefügt wurden, konnte keine Suppression gefunden 
werden (Abb. 3.32). Die supprimierende Funktion dieser Zellen korrelierte also 
überraschenderweise nicht mit der FoxP3 Expression: obwohl FoxP3 nach der 













   
 
Die funktionelle Analyse zeigt, dass Treg auch im sequentiellen Kultursystem 
erhalten blieben. Eine suppressorische Wirkung wurde nur nach CD95L 
Exposition gefunden, und nicht nach Inkubation mit C1R-A1GFP. Dieses 
Ergebnis steht in Diskrepanz zur FoxP3-Expression, die auch nach C1R-A1GFP 
Kultur gefunden wurde. Folglich demonstrieren diese Experimente, dass die 
Expression von FoxP3 alleine nicht ausreicht, um den definitiven Nachweis für 
funktionelle Treg zu führen. Die höhere suppressorische Wirkung gegenüber den 
primären Stimulatoren im Vergleich zu Zellen, die neue Antigene präsentieren, 































  a. b. 
Abb. 3.32. Supprimierende Wirkung von EBV-B-Zell stimulierten MNC nach CD95L 
bzw. GFP Exposition. Viable T-Zellen wurden nach sequentieller Kultur mit EBV-B-Zellen 
und C1R-A1-CD95L bzw –GFP in den angegebenen Konzentrationen (MNC:kultivierten T-
Zellen) zu einer MLC aus kryokonservierten MNC des gleichen Spenders und a. den 
primären EBV-B-Stimulatoren oder b. 3rd-party Zellen gegeben und für 5 Tage kokultiviert. 
Als Kontrollen dienten 1. kryokonservierte MNC, die ohne Zusatz von kultivierten T-Zellen 
mit EBV-B-Zellen bzw. 3rd-party Zellen stimuliert wurden (nicht inhibierte MLC) und 2. 
kultivierte T-Zellen, die mit den Stimulatorzellen alleine inkubiert wurden (“Kontrolle”). Die 
Proliferation wurde nach Bestimmung des ³H-Thymidin-Einbaus folgendermaßen berechnet:
 
 
 Proliferation % = 
cpm Suppressorassay– cpm Kontrolle 




3.4.4   Zusammenfassung: Untersuchung von FoxP3+CD4+CD25+ 
regulatorischen T-Zellen (Treg) nach Kultur mit C1R-A1-CD95L 
Es konnte gezeigt werden, dass funktionelle FoxP3+ Treg nach Kultivierung mit 
CD95L exprimierenden Stimulatorzellen erhalten blieben und darüberhinaus 
sogar angereichert wurden. 
In Experimenten, in denen Treg durch CD4+CD25+ Selektion angereichert und 
mit Treg-„depletierten“ Zellen verglichen wurden, konnte für die CD4+CD25im/lo 
Population eine Resistenz für CD95L vermittelte Apoptose gezeigt werden, 
während CD25hi exprimierende Zellen in allen Ansätzen durch Kultivierung mit 
C1R-A1-CD95L eliminiert wurden. FoxP3 und suppressorische Aktivität war in 
der Treg-angereicherten Population vor und nach Kultur sowohl mit C1R-A1-
CD95L als auch mit C1R-A1GFP nachweisbar. Überraschenderweise wurde 
FoxP3 auch von CD4+CD25- selektionierten Zellen (der Treg-depletierten 
Population) nach 5 Tagen Kultur mit C1R-A1-CD95L exprimiert, während nach 
C1R-A1GFP Stimulation kein Nachweis des Transkriptionsfaktors möglich war. 
Die FoxP3 Expression korrelierte mit der Funktionalität der untersuchten Zellen: 
Tatsächlich supprimierten auch Treg-„depletierte“, CD4+CD25- selektionierte 
Zellen nach C1R-A1-CD95L-Kultur die Proliferation aktivierter MNC, während 
nach C1R-A1GFP-Kultur keine suppressorische Wirkung zu finden war.  
Auch im sequentiellen Kultursystem zur Depletion alloreaktiver Zellen blieben 
FoxP3+ Treg erhalten. FoxP3 wurde in unstimulierten MNC nicht, oder nur 
marginal nachgewiesen, während  die FoxP3 Genexpression nach Aktivierung 
mit EBV-B-Zellen gezeigt werden konnte.  Diese blieb sowohl nach C1R-A1GFP-
als auch nach C1R-A1-CD95L Inkubation erhalten. 
Dennoch konnte, trotz positivem FoxP3 Nachweis, keine suppressorische 
Kapazität nach C1R-A1GFP Inkubation gefunden werden, so dass FoxP3 
Expression also nicht obligatorisch mit Funktionalität von Treg korrelierte. 
Nach Inkubation mit C1R-A1-CD95L hingegen wurde  suppressorische Aktivität 
nachgewiesen. Wenn die initialen EBV-B-Zellen für die MLC im 
Suppressorassay verwendet wurden, war hierbei der Suppressionseffekt 
deutlich höher, als im Ansatz mit 3rd-party-Zellen, die ein Gemisch neuer 
Antigene präsentierten. Daher weist die suppressorische Kapazität der nach 




Das therapeutische Potential des adoptiven Immuntransfers von T-Zell-
Präparaten zur Behandlung von Immundefizienz nach haploidenter 
Stammzelltransplantation ist durch alloreaktive T-Zellen limitiert. Um GvHD zu 
vermeiden, müssen solche Zellen vor der Verabreichung von 
Donorlymphozyten eliminiert oder zumindest reduziert werden. Trotz intensiver 
Forschung und unterschiedlichster Ansätze zur Depletion alloreaktiver Zellen, 
gibt es bislang keine Methode, welche das GvHD-Risiko befriedigend 
reduzieren konnte. 
 
CD95L vermittelte Apoptose ist für die Homöostase des Immunsystems von 
entscheidender Bedeutung: sie stellt einen der Hauptmechanismen für die 
Kontrolle von T-Zell Antworten dar und ist insbesondere für die Toleranz gegen 
Selbst-Antigene und damit Prävention von Autoimmunerkrankungen, sowie für 
die Beendigung von Immunantworten durch aktivierungs-induzierten Zelltod 
(activation-induced cell death, AICD) von Bedeutung (Dhein et al. 1995; Süss 
und Shortman 1996; Krueger et al. 2003, Askenasy et al. 2005).  
Für die vorliegende Arbeit boten die immunregulatorischen Funktionen von 
CD95L eine attraktive Grundlage zur gezielten Apoptoseinduktion in allogen- 
aktivierten Zellen. 
 
Die Bedeutung regulatorischer CD4+CD25+FoxP3+ T-Zellen (Treg) für die 
Inhibition von GvHD und die Induktion von Toleranz nach Transplantation 
wurde mehrfach gezeigt (Cohen et al. 2002, Taylor et al. 2002, Hoffmann et al., 
2002, Edinger et al. 2003, Trenado et al. 2003, 2004, Hoffmann und Edinger 
2006, Salomon et al. 2006, Bénard et al. 2006, Olkinuora et al. 2007).  
So war die Präservation von Treg bei effektiver Depletion alloreaktiver T-Zellen 
für die adoptive Immuntherapie nach HLA-haploidenter Stammzell-
transplantation ein wünschenswertes Ziel. 
 
In dieser Arbeit wurde das CD95/CD95L System genutzt, alloreaktive T-Zellen 
mittels CD95L exprimierender Zellen zu depletieren. Dazu wurden 
unterschiedliche B-Zell-Linien und Fibroblasten mit CD95L transduziert und 
verschiedene Stimulations-/Apoptoseinduktionssysteme untersucht, um die 
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Effektivität der Allodepletion zu optimieren, mit dem Ziel, sich einer klinischen 
Anwendbarkeit zu nähern. 
Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die Untersuchung 
CD4+CD25+FoxP3+ Treg nach CD95L vermittelter Apoptose und Allodepletion. 
Die Apoptosesensitivität von Treg wurde analysiert und eine phänotypische und 
funktionelle Charakterisierung dieser Zellen in unterschiedlichen CD95L-
Allodepletionssystemen durchgeführt.  
4.1 Vorarbeiten zur Apoptosesensitivität von T-Zellen 
CD95L wird physiologisch auf aktivierten T-Zellen exprimiert und ist zum einen 
verantwortlich für die Zerstörung CD95 Rezeptor positiver Zielzellen und zum 
anderen für die Terminierung einer Immunantwort durch Induktion von para- 
oder autokrin vermittelter Apoptose (Suda et al. 1993, Dhein et al. 1995, 
Alderson et al. 1995, Krueger et al. 2003 ). 
Die in der Dissertation vorgestellte Methode zur effektiven Depletion 
alloreaktiver T-Zellen beruhte auf der Tatsache, dass stimulierte T-Zellen nach 
ca. 6 Tagen sensitiv für CD95L vermittelte Apoptose werden, während naive T-
Zellen resistent gegenüber diesem Apoptoseweg sind (Klas et al. 1993, 
O´Flaherty et al. 1998). Weitere Arbeiten dieser und anderer Gruppen zeigten, 
dass jedoch Costimulation via CD28 die Apoptosesensitivität aktivierter T-Zellen 
einschränkt (McLeod et al. 1998, Kirchhoff et al. 2000). Wurde die 
Costimulation mit dem CD28 Liganden CTLA4▪Ig blockiert, war die 
Apoptosesensitivität deutlich höher (Lu et al. 1997, Li et al. 1999). Die 
Costimulation führte zur Hochregulation der anti-apoptotischen Moleküle Bcl-XL 
und FLIPs, zu einer verminderten DISC-Formation und der Inhibition  der 
CD95L-Induktion in aktivierten T-Zellen (Kirchhoff et al. 2000, Krüger et al. 
2003). 
Daher war es für unsere Arbeit von essentieller Wichtigkeit, zu überprüfen, ob 
und wann aktivierte T-Zellen Apoptosesensitivität erreichten und durch CD95 
vermittelte Apoptose eliminiert werden konnten. Wir prüften die Sensitivität für 
CD95 Antikörper vermittelte Apoptose in verschiedenen Stimulationssystemen. 
In OKT3/CD28, PHA oder allogen stimulierten Zellen konnte ab Tag 3-5 eine 
zunehmende Sensitivität für anti-CD95 vermittelte Apoptose nachgewiesen 
werden, die ab ca. d7 ein Plateau erreichte. Eine Resistenz war auch nach 
längerer Stimulationsdauer (nicht gezeigt) nicht nachweisbar. 
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 Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu den o.g. Arbeiten, in denen ebenfalls 
anti-CD95 zur Apoptoseinduktion aktivierter Zellen verwendet wurde (Lu et al. 
1997, McLeod et al. 1998). Die Arbeit von Lu und Mitarbeitern wurde mit 
murinen 48h-ConA-Blasten durchgeführt, die mit CD95L exprimierenden 
dendritischen Zellen für 4h kokultiviert wurden. Unserer Erfahrung nach war in 
dieser Studie sowohl die Stimulationsdauer als auch die Dauer der CD95L 
Exposition zu kurz, um effektiv Apoptose zu induzieren. McLeod und Mitarbeiter 
stimulierten T-Zellen für 3 Tage mit OKT3/CD28 und induzierten anschließend 
mit 0,3µg/ml anti-CD95 für 18h Apoptose. Wir fanden eine effektive 
Apoptoseinduktion  erst ab einer Konzentration von 1µg/ml anti-CD95 und 
setzten für maximale Effektivität die doppelte Menge für unsere Experimente 
ein.  
 
Da wir eine hochgradige Apoptoseinduktion in unseren Stimulationssystemen 
erreichten, muss davon ausgegangen werden, dass die Protektion vor CD95 
vermittelter Apoptose durch Costimulation nur eingeschränkt gegeben ist. Nach 
ausreichend langer Dauer der Stimulation und Apoptoseinduktion und einer 
ausreichenden Menge an anti-CD95 konnten wir keine Apoptoseresistenz 
nachweisen. 
Somit war die Voraussetzung für eine effektive CD95L vermittelte Depletion 
alloreaktiver T-Zellen gegeben. 
4.2 Generierung CD95L exprimierender Zellen zur Stimulation 
und/oder Apoptoseinduktion 
Für die Generierung CD95L exprimierender Zellen wurden in erster Linie B-Zell-
Linien gewählt, die alle Voraussetzungen antigen-präsentierender Zellen (APC) 
aufwiesen, da sie simultan zur Stimulation und Apoptoseinduktion verwendet 
werden sollten. Für eine weitere Strategie, in der Stimulation und Apoptose 
sequentiell durch unterschiedliche Zellen induziert wurde, wurden neben B-Zell-
Linien auch CD95L exprimierende Fibroblasten generiert.  
4.2.1 Retrovirale CD95L Transduktion von EBV-B-Zellen 
EBV-B-Zellen sind exzellente antigen-präsentierende Zellen (APC) und 
exprimieren alle benötigten stimulatorischen Moleküle, wie MHC Klasse-I und -II 
und eine weite Bandbreite von Costimulatoren, wie CD40, CD80  und CD86 
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(Dunnion et al. 1999; Amrolia et al. 2003). Für die Stimulation von T-Zellen und 
Apoptoseinduktion durch gleichzeitige CD95L Expression wurden deshalb EBV-
B-Zellen zur Transfektion mit CD95L c-DNA verwendet. 
Da am DKFZ in Heidelberg (Ingrid Herr) ein retrovirales Vektorsystem für 
CD95L zur Verfügung stand, wurden dort im Rahmen eines 
Kooperationsprojektes, von uns EBV-transformierte B-Zellen (HLA-typisiert), mit 
Wildtyp CD95L-DNA transduziert.  Auf den CD95L transduzierten EBV-B-Zellen 
(EBV-B-CD95L) konnte nur eine geringe Oberflächenexpression des Liganden 
nachgewiesen werden, obwohl die durch den Vektor vermittelte 
Puromycinresistenz der transduzierten Zellen für eine erfolgreiche Transduktion 
sprach. Die naheliegenste Erklärung für die geringe CD95L-
Oberflächenexpression war, wie früher beschrieben, ein Abspalten des 
Liganden von der Zelloberfläche durch Metalloproteinasen (Kayagaki et al. 
1995, Tanaka et al. 1995).  
Die für CD95L vermittelte Apoptose sensitiven EBV-B-CD95L zeigten nach der 
Transduktion mit dem Liganden außerdem eine hohe Spontanapoptose und 
proliferierten nur begrenzt. Für die Umgehung von para- und autokrin 
vermittelter Apoptose nach CD95L Transduktion war daher Apoptoseresistenz  
der verwendeten Zellen eine Voraussetzung.  
4.2.2 Erzielung von Apoptoseresistenz in C1R- bzw. C1R-A1 Zellen und 
natürliche Apoptoseresistenz von Fibroblasten 
Neben EBV-B-Zellen standen die B-Zell-Linien C1R- bzw. C1R-A1 Zellen (s. 
Abs. 2.1.9.2. Mat/Meth) für die Transfektion mit CD95L zur Verfügung. Wie 
EBV-B-Zellen exprimierten auch diese Zellen konstitutiv CD95 und waren 
sensibel für CD95 vermittelte Apoptose. Zur Vermeidung para- und autokriner 
Apoptoseinduktion sollte vor CD95L-Transfektion Apoptoseresistenz in den B-
Zell-Linien erzielt werden. 
Für die Transfektion mit CD95L wurden in früheren Studien  apoptoseresistente 
Zellen verwendet: konstitutiv apoptoseresistente Zellen wie humane 293 Zellen 
(Dulat et al., 2001), murine Myoblasten (Lau et al., 1996), murine 
Coloncarcinom Zellen (Arai et al., 1997), murine WR19L-Zellen (Tanaka et al., 
1996, 1998), COS-Zellen (Zellinie aus Affen-Fibroblasten) (Suda et al, 1993), 
Zellen, in denen durch Cotransfektion mit einer mutierten Form von FADD (Fas 
associated death domain) Apoptoseresistenz erzielt wurde (Wu et al., 2001) 
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oder Zellen von CD95 defizienten lpr/lpr Mäusen (Buonocore et al., 2003; 
Zhang et al., 1998, 1999, 2000).  
Durch Inkubation mit anti-Apo-1 über mehrere Monate konnte eine 
Apoptoseresistenz in C1R- und C1R-A1 Zellen, nicht jedoch in EBV-B-Zellen 
erreicht werden. Außerdem gelang es bei C1R-A1 Zellen, eine CD95 negative 
Variante nach magnetischer Depletion zu selektieren. 
Zusätzlich zu B-Zell-Linien wurden Fibroblasten mit CD95L transduziert. Diese 
Zellen exprimierten nur geringfügig CD95 und wiesen konstitutive 
Apoptoseresistenz auf. 
4.2.3 Lentivirale Transduktion von B-Zell-Linien und Fibroblasten 
Durch die Transfektion von CD95L sollte eine stabile Oberflächenexpression 
des Moleküls erreicht werden, da für membrangebundenen CD95L (mCD95L) 
eine hohe cytotoxische Aktivität nach Trimerisierung des Moleküls beschrieben 
war (Tanaka et al. 1998). CD95L wird allerdings, wie oben erwähnt, durch 
Metalloproteinasen von der Zelloberfläche abgespalten (Tanaka et al., 1996, 
1998). Um zu gewährleisten, dass das Molekül nicht von der Oberfläche 
abgespalten werden kann, wurden Transfektionsversuche mit CD95L DNA 
durchgeführt, die an der Spaltungsstelle mutiert war (Tanaka et al., 1998). 
Dennoch führten konventionelle Transfektionsmethoden in apoptoseresistenten 
C1R-/C1RA1 Zellen nur zu transienter, jedoch nicht zu stabiler CD95L 
Expression. 
So wurde auf ein bereits etabliertes lentivirales Vektorsystem in Kooperation mit 
T. Wenger und I. Herr am DKFZ Heidelberg zurückgegriffen. Virale 
Transfektionen zeichnen sich im Vergleich zu konventionellen Methoden meist 
durch eine deutlich höhere Effizienz aus (Nishikawa und Huang, 2001). Ein 
Nachteil viraler Transfektionsmethoden ist die Gefahr einer 
Insertionsmutagenese: Da der virale Vektor stabil in das Genom der 
transduzierten Zellen integriert wird, können durch diesen Vorgang 
Tumorsuppressorgene inaktiviert oder Protoonkogene aktiviert werden und so 
zur Transformation der Zellen führen. Im Rahmen einer Gentherapie für 
schwere kombinierte Immundefekte führten solche Ereignisse zur Entstehung 
von Leukämien (Hacein-Bey-Albina et al. 2003, Woods et al. 2006). Für diese 
Arbeit war eine potentielle Insertionsmutagenese jedoch nicht von Bedeutung, 
da die Lebenszeit der viral transduzierten Zellen für die Apoptoseinduktion 
4. Diskussion 
108 
durch die Behandlung mit Mitomycin C nur auf wenige Tage begrenzt war und  
die Zellen ausschließlich in vitro verwendet wurden. 
Im Vergleich zur retroviralen Transduktion, wie sie für EBV-CD95L verwendet 
wurde, bot die lentivirale Methode den Vorteil, dass auch in Zellen, die sich 
nicht oder langsam teilen, ein effizienter Gentransfer erreicht werden kann 
(Wenger 2005). Da auch langsam proliferierende Fibroblasten transduziert 
wurden, war die lentivirale Transduktion die Methode der Wahl. 
4.2.3.1 CD95L Expression und biologische Funktionalität nach lentiviraler 
Transduktion 
Apoptoseresistente C1R- und C1R-A1-Zellen und Fibroblasten wurden mittels 
lentiviralem Vektor mit Wildtyp-CD95L-DNA transduziert. Das verwendete 
CD95L Konstrukt pCIGW-CD95L war durch das Markergen GFP nachweisbar 
und ermöglichte die Anreicherung GFP positiver Zellen mit dem Zellsorter nach 
erfolgreicher  Transduktion. 
Mehr als 90% der Zellen waren nach lentiviraler Transduktion und  Selektion 
GFP positiv. Obwohl für die Transduktion Wildtyp CD95L verwendet wurde, die 
nicht an der Spaltungsstelle mutiert war, konnte in apoptoseresistenten C1R- 
und C1R-A1 Zellen eine hohe, stabile Oberflächenexpression des Liganden 
erreicht werden, die zu effektiver zytotoxischer Aktivität führte. 
Warum mehr als 70% der transduzierten Zellen CD95L an der Oberfläche 
exprimierten, bleibt indes unklar: für hämatopoetische Zellen war eine 
vorwiegend intrazelluläre Expression des Liganden, auch nach Transfektion, 
beschrieben (Bossi und Griffiths, 1999). Nur 5-10% der transduzierten 
Fibroblasten hingegen exprimierten Oberflächen-CD95L, obwohl nahezu alle 
Zellen GFP positiv waren. Hier wurde der Ligand vorwiegend intrazellulär 
exprimiert. Das Expressionsmuster von CD95L in Fibroblasten, die, ebenso wie 
B-Zellen, mesenchymalen Urprungs sind, entsprach somit dem für 
hämatopoetische Zellen beschriebenen Muster (Bossi und Griffiths, 1999). 
Sowohl in C1R-/C1R-A1-CD95L als auch in Fib-CD95L konnte, wie erwartet, 
eine Abspaltung und Freisetzung des Liganden ins Kulturmedium 
nachgewiesen werden.  Im Kulturüberstand von Fib-CD95L war im Vergleich zu 
C1R-/C1R-A1 unter Berücksichtigung der Zellzahl ca. doppelt so viel sCD95L 
nachweisbar. Dies kann sowohl durch die verstärkte Freisetzung des Liganden 
als auch durch die Tatsache bedingt sein, dass Fibroblasten 2-5x größer als 
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C1R/C1R-A1 Zellen sind. Die hohe Freisetzung des Liganden konnte durch 
proapoptotische Wirkungen (Tanaka et al. 1995, 1996, Suda et al. 1997, 
Hohlbaum et al. 2000) zur Effektivität der Apoptoseinduktion beitragen. 
Die Funktionalität der transduzierten Zellen wurde mittels Cytotox-Assays 
gesichert, in denen apoptosesensitive Jurkat-Zellen als Targetzellen verwendet 
wurden.   
4.3 Strategien zur Depletion alloreaktiver T-Zellen mittels 
CD95L-exprimierender Zellen 
Prinzipiell wurden zwei unterschiedliche Strategien zur Depletion alloreaktiver 
T-Zellen untersucht: 
1. simultane Anwendung von CD95L exprimierender Zellen zur Aktivierung und 
Apoptoseinduktion 
2. sequentielle Aktivierung durch APC und Apoptoseinduktion durch CD95L 
exprimierende Zellen 
 
In simultanen Ansätzen wurden CD95L transduzierte APC gleichzeitig zur 
Stimulation und Apoptoseinduktion angewendet. Diesen Ansätzen lag 
zugrunde, dass T-Zellen, in denen Apoptose induziert werden sollte, durch 
Antigene der CD95L exprimierenden Zellen stimuliert wurden und in T-Zellen, 
die simultan eine TCR- und  CD95L-Ligation erfahren, Apoptose induziert 
werden konnte (Lenardo et al. 1999, Dulat et al. 2001, Strauß et al. 2007). 
 
In sequentiellen Kultursystemen wurde die Möglichkeit untersucht, in T-Zellen 
nach erfolgter allogener Stimulation in einem zweiten Schritt mit CD95L 
transduzierten Zellen Apoptose zu induzieren (Abb. 1.5.a). Grundlage hierfür 
war, dass alle aktivierten T-Zellen sensitiv für CD95L vermittelte Apoptose sind 
und unabhängig vom stimulierenden Antigen eliminiert würden (O´Flaherty et al. 
1997, Dulat et al. 2001). 
Da die bisherigen Studien bezüglich der Antigenspezifität CD95L vermittelter 
Apoptose offensichtlich widersprüchlich waren, testeten wir zunächst ein 
sequentielles System, in dem, ähnlich wie beschrieben (Lau et al. 1996), HLA-
Identität der Stimulatoren (EBV-B-Zellen) zu den Apoptoseinduktoren 
(Fibroblasten) vorlag. Alloreaktive T-Zellen wurden im 1. Schritt nach 
spezifischer TCR/HLA-Interaktion und Costimulation durch EBV-B-Stimulatoren 
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aktiviert. Im 2. Schritt war zwischen allo-aktivierten T-Zellen und Fibroblasten 
eine gleichzeitige TCR-/HLA und CD95L/CD95 Ligation  zum Zeitpunkt der 
Apoptoseinduktion möglich, da der HLA-Typ der Fibroblasten mit dem der EBV-
B-Stimulatoren identisch war (Abb. 1.5.b.). 
In einem weitergehenden sequentiellen System wurde untersucht, ob eine 
Apoptoseinduktion nach allogener Aktivierung (mit EBV-B-Zellen) auch HLA-
unabhängig durch C1R-A1-CD95L erreicht werden konnte (Abb. 1.5.c.).       
4.3.1 Simultane HLA-allospezifische Stimulation und Depletion durch 
lentiviral transduzierte C1R-A1-CD95L 
Nachdem gezeigt wurde, dass C1R-A1-CD95L in Jurkatzellen effektiv Apoptose 
induzierten, wurden sie in der gemischten Lymphozytenkultur als Stimulatoren 
und zugleich Apoptoseinduktoren verwendet. In den Primär- und 
Restimulationskulturen mit C1R-A1-CD95L konnte sowohl eine erhöhte 
Apoptoserate der CD4+ und CD8+ Zellen, als auch eine Abnahme der 
Aktivierungsmarker gezeigt werden.  
Allospezifische T-Zell-Depletion wurde durch die Verwendung von C1R-A1-GFP 
Zellen für die Restimulation nachgewiesen: auch in Abwesenheit CD95L-
exprimierender Zellen bei der Restimulation war die Proliferation der primär mit 
C1R-A1-CD95L stimulierten Zellen komplett inhibiert. Die Kontrollstimulation 
(OKT3/CD28) mit normalen Proliferationswerten schloss aus, dass die Inhibition 
der allospezifischen Antwort auf eine Zellschädigung zurückzuführen war. 
Zudem konnte gezeigt werden, dass auch keine spezifische Zytotoxizität der 
allo-depletierten Zellen gegen C1R-A1-GFP nach Primärstimulation mit C1R-
A1-CD95L detektiert werden konnte. 
 
In einer Vielzahl von Publikationen wurden Ansätze zur Immunmodulation mit 
Hilfe des CD95/CD95L Systems beschrieben. Die meisten dieser Arbeiten 
beschäftigten sich mit der Induktion von Toleranz in Organ-Transplantations- 
und/oder Autoimmun-Modellen in murinen Systemen. Es konnte gezeigt 
werden, dass die Expression von CD95L auf allogenen Zellen unterschiedlicher 
Herkunft (u.a. dendritische Zellen, Makrophagen, Myoblasten, B-Zellen, 
Knochenmark-Zellen, Colon-Carcinom-Zellen, Thyroidea-Follikelzellen) HLA-
allospezifische Antworten inhibieren und Toleranz induzieren können (Lau et al. 
1996, Zhang et al. 1998,1999, Matsue et al. 1999, 2001, Min et al. 2000, 
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Georgantas et al. 2000, Wu et al. 2001, Tourneur et al. 2001, Fleck et al. 2001, 
Whartenby et al. 2002, Kosiewicz et al. 2002, Wolfe et al. 2002, Ichim et al. 
2003, Hoves et al. 2003, 2004). 
Trotz dieser Berichte über erfolgreiche Toleranzinduktion, zeigten andere 
Arbeiten nach Inokulation CD95L-exprimierender Gewebezellen im 
Tierexperiment eine starke Immunreaktion unter Beteiligung neutrophiler 
Granulozyten und die daraus resultierende Zerstörung der Transplantate, 
wodurch die Verwendung CD95L exprimierender Zellen in vivo limitiert ist 
(Allison et al. 1997, Kang et al. 1997, Takeuchi et al. 1999, Buonocore et al. 
2003).  
Dennoch blieb CD95L-vermittelte Apoptose attraktiv für die Anwendung in 
einem in vitro System. So nutzten wie wir mehrere Arbeitsgruppen die Induktion 
von Apoptose über den CD95/CD95L Weg in vitro zur Inhibition alloantigen-
spezifischer Immunantwort und GvHD:  
Der Einsatz von Antikörpern und chimären Proteinen gegen CD95 führte in 
murinen (Miwa et al. 1999, Hartwig et al. 2002, Georgantas et al. 2006) und 
humanen (O´Flaherty et al. 1998, Huang et al. 2001, Dranitzki Elhalel et al. 
2003) Studien zwar zur Reduktion alloreaktiver T-Zellen, in keiner dieser 
Arbeiten wurde jedoch eine komplette Inhibition der allospezifischen Antwort 
erreicht. Dies entsprach den Erfahrungen unserer eigenen Gruppe: eine 
effektive Reduktion alloreaktiver T-Zellen ließ sich mit anti-CD95 nicht erzielen 
(nicht gezeigt).  
Studien, in denen humane Zellen  mit humaner CD95L DNA transfiziert wurden, 
um simultan zu stimulieren und Apoptose zu induzieren, wurde von Dulat und 
Mitarbeitern 2001 und aus unserem Labor (Strauß et al. 2007) veröffentlicht. 
In der Studie von Dulat wurde die embryonale Nieren Zell-Linie 293 mit CD95L 
transfiziert, um cytotoxische T-Zellen nach allogener Stimulation (7d) mit 
CD95L+ Stimulatoren zu untersuchen und die Frage zu klären, ob eine CD95L 
Expression die Zellen gegen die Cytolyse durch cytotoxische Effektor-T-Zellen, 
dem sogenannten Counter-Attack, schützen kann. Es wurde eine reduzierte 
cytotoxische Aktivität der Zellen nach Stimulation mit CD95L exprimierenden 
293 Zellen und eine Resistenz der CD95L+ Targets gegen Cytolyse durch 
Effektor-T-Zellen gefunden. Die Immunantwort bei Restimulation nach CD95L 
Exposition war in dieser Arbeit allerdings insgesamt, und nicht allospezifisch 
inhibiert – auch wenn mit 3rd-party Zellen restimuliert wurde, war die Reaktivität 
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gering. Eine Erklärung hierfür ist die fehlende Expression costimulatorischer 
Moleküle auf 293-Zellen, wodurch eine Anergie der T-Helfer Zellen induziert 
worden sein könnte. 
Strauß et al. transfizierten die in dieser Arbeit vorgestellten apoptoseresistenten 
C1R- und C1R-A1 Zellen mit membranständigem CD95L und untersuchten die 
Wirkung dieser Zellen in Langzeitstimulationskulturen. Hier wurde eine fehlende 
Entwicklung cytotoxischer Effektorzellen und eine komplette Inhibition 
cytotoxischer Aktivität nach 5 Wochen Stimulation mit C1R.A1.CD95L 
gefunden. Außerdem war nach 2 Wochen Stimulation mit C1R.A1.CD95L die 
allospezifische Proliferation deutlich reduziert und nach 4 Wochen auf 
Mediumwerte herabgesetzt, während Immunantworten auf 3rd-party Zellen und 
bakterielle bzw. virale Antigene erhalten blieben. 
Im Vergleich zu dieser Arbeit fanden wir bereits nach Kurzzeitstimulation von 5 
Tagen eine effektive Elimination der cytotoxischen und proliferativen Antwort. 
Eine mögliche Erklärung für die höhere Effektivität unseres Systems könnte in 
der höheren Konzentration von Stimulatorzellen liegen. Im Vergleich einer T-
Zell:Stimulator Ratio von 10:1 in der Arbeit von G. Strauß setzten wir eine 
Konzentration von 2-3:1 ein. Hierdurch erreichten wir eine maximale Stimulation 
der T-Zellen, was wiederum zu einer hohen Apoptosesensitivität führte. Eigene 
Experimente mit einer suboptimalen Aktivierungsrate gingen erwartungsgemäß 
mit einer nicht effizienten Apoptoseinduktion einher (nicht gezeigt). Durch die 
hohe Konzentration CD95L exprimierender Zellen war zudem eine maximale 
Depletion aktivierter, apoptosesensitiver CD95+ T-Zellen gewährleistet.  
Membranständige CD95L-Expression, für welche die effektivste 
Apoptoseinduktion beschrieben ist (Suda et al. 1997, Tanaka et al. 1998), 
konnte in mehr als 70% der transduzierten C1R-A1-Zellen nachgewiesen 
werden. Von den Zellen ins Medium freigesetzter sCD95L könnte außerdem 
durch eine proapototische Wirkung zur Depletion aktivierter T-Zellen 
beigetragen haben (Askenasy et al. 2005).  
 
Zusammengefasst ist davon auszugehen, dass sowohl die Wahl der Antigen-
präsentierenden Zellen mit optimalen stimulatorischen und costimulatorischen 
Eigenschaften, als auch das Verhältnis CD95L exprimierender APC / T-Zellen 




4.3.1.1 Unspezifische Apoptoseinduktion durch C1R-/C1R-A1-CD95L 
Ein Nachteil der hohen cytotoxischen Wirkung von C1R-A1-CD95L war der 
sogenannte Bystandereffekt: auch nicht aktivierte T-Zellen wurden eliminert, 
was zu einem geringen Ertrag viabler T-Zellen nach Kultur mit CD95L 
exprimierenden Stimulatorzellen führte. Dies stand im Widerspruch zu der 
Annahme, dass ausschließlich aktivierte humane T-Zellen nach einigen Tagen 
Apoptosesensitivität erlangen (Owen-Schaub et al. 1992,  Klas et al. 1993, 
Krüger et al. 2003).  
Für murine naive Zellen ist eine Sensitivität gegenüber CD95 vermittelter 
Apoptose beschrieben (Suda et al. 1996). Hier wurde postuliert, dass die 
Aktivierung von T-Zellen zunächst zu Apoptoseresistenz der Zellen führt, 
während naive „Bystander“ T-Zellen apoptosesensitiv bleiben. Durch 
Apoptoseresistenz bei gleichzeitiger, aktivierungsinduzierter Expression von 
CD95L können aktivierte T-Zellen in Bystanderzellen Apoptose induzieren. 
Im Gegensatz zum murinen System erbrachte die Untersuchung humaner 
Zellen durch die gleiche Arbeitsgruppe (Suda et al. 1997) das Ergebnis, dass 
humane, frisch isolierte PBL resistent gegen löslichen CD95L und CD95-AK 
waren, membranständig CD95L exprimierende Zellen jedoch Apoptose 
induzieren konnten. Da naive T-Zellen im Gegensatz zu Memory-T-Zellen 
keinen CD95-Rezeptor exprimierten (Miyawaki et al. 1992), folgerten Suda und 
Mitarbeiter, dass naive Zellen weder durch löslichen noch durch 
membranständigen CD95L getötet werden können, zeigten aber, dass naive 
Nabelschnur-T-Zellen durch unspezifische IFN-γ und anti-CD28 Stimulation 
schnell CD95 exprimieren und Apoptosesensitivität erlangen. Auf die Frage, 
welchen Sinn die Apoptosesensitivität dieser potentiell nützlichen Zellpopulation 
haben könnte, wurde postuliert, dass naive oder Memory-Bystander Zellen, die 
durch Cytokine und Costimulatoren unspezifisch mit stimuliert würden, auf 
diesem Wege eliminiert werden könnten. 
Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen fanden Inaba und Mitarbeiter 1999 
murine naive Zellen apoptose-sensibel, während ruhende, antigenspezifische 
Memory-Zellen eine höhere Resistenz für CD95-AK induzierte Apoptose 
aufwiesen. In dieser Arbeit wurde CD95 Antikörper zur Apoptoseinduktion 
verwendet.  
Die widersprüchlichen Resultate der unterschiedlichen Gruppen bezüglich der 
Apoptosesensitivität nicht aktivierter T-Zellen resultieren wahrscheinlich aus 
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den unterschiedlichen Methoden der Aktivierung (polyklonal/spezifisch) und 
Apoptoseinduktion (CD95 Antikörper, löslicher CD95L, membrangebundener 
CD95L).  
 
In unseren Experimenten waren Nabelschnur-MNC resistent gegen C1R-/C1R-
A1-CD95L vermittelte Apoptose, während wir Sensitivität in frisch isolierten, 
adulten MNC fanden, die allerdings deutlich unter der aktivierter T-Zellen lag. 
Dies führte wahrscheinlich zu der geringen Zellausbeute in unseren 
Allodepletions-Ansätzen. Gleichwohl blieb in den Proliferationsassays die 
Antwort auf OKT3/CD28 und damit die Funktionalität der T-Zellen nach CD95L 
Exposition erhalten. Ob die überlebende Zellpopulation vorwiegend naiven oder 
Memory-T-Zellen zuzuordnen ist, bleibt noch zu klären. Wenn die Beobachtung 
von Inaba et al. auch für unser System zuträfe, wären von der unspezifischen 
Apoptoseinduktion v.a. naive T-Zellen betroffen, während antigenspezifische 
Memory-Zellen erhalten blieben. Dies wäre für die Vorbereitung einer klinischen 
Anwendung von Vorteil, da vorwiegend naive T-Zellen im Empfänger GvHD 
verursachen, während Memory-T-Zellen einer allospezifischen Aktivierung nicht 
zugänglich sein sollten. 
Für die Vorbereitung auf eine klinische Anwendung könnte eventuell durch 
Titrationsversuche die Stimulatoren/Responder Ratio weiter optimiert werden, 
so dass eine minimale unspezifische Apoptoseinduktion einer ausreichenden 
Effizienz allospezifischer Depletion gegenübersteht.  
 
4.3.2 Sequentielle HLA-allospezifische Depletion durch CD95L 
transduzierte Zellen nach allogener Stimulation  
Die Notwendigkeit der Coexpression von CD95L und HLA auf einer Zelle für 
eine Inhibition allospezifischer Zytotoxizität wurde von G. Strauß und 
Mitarbeitern  (2007) beschrieben. Auch wir konnten zeigen, dass aktivierte T-
Zellen effektiv durch C1R-A1-CD95L eliminiert wurden, wenn Stimulation und 
Apoptoseinduktion durch die gleichen Zellen erfolgte. 
Eine klinische Anwendbarkeit eines solchen Systems ist jedoch nicht 
realisierbar, da für jeden einzelnen Patienten eine CD95L-Transduktion der 
Empfängerzellen durchgeführt werden müsste und die Verfügbarkeit von DLIs 
durch den hohen Zeitaufwand dieser Prozedur sehr eingeschränkt wäre. 
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Daher wurden CD95L exprimierende Zellen als Apoptoseinduktor nach HLA-
spezifischer Aktivierung durch („empfängerspezifische“) Zellen eingesetzt: die 
Aktivierung erfolgte durch EBV-B-Zellen, die Apoptoseinduktion durch C1R-A1-
CD95L oder Fib-CD95L. Aktivierung und Apoptoseinduktion fanden hierbei 
nicht gleichzeitig, sondern sequentiell statt. Das sequentielle System wurde 
deshalb gewählt, weil bei gleichzeitiger Zugabe von EBV-B-Zellen und CD95L 
exprimierenden Apoptoseinduktoren zum einen in den CD95-sensitiven EBV-
Stimulatoren Apoptose induziert würde, zum anderen evtl. durch sterische 
Gegebenheiten eine effektive Aktivierung bzw. Apoptoseinduktion der T-Zellen 
nicht gewährleistet wäre. 
 
4.3.2.1 Sequentielles Depletionssystem unter Beibehaltung von HLA-
Identität von Stimulatoren (EBV-B-Zellen) und Apoptoseinduktoren 
(CD95L transduzierte Fibroblasten) 
In unserem ersten sequentiellen System war HLA-Identität der Stimulatoren und 
Apoptoseinduktoren gegeben: die Stimulation erfolgte durch EBV-B-Zellen und 
nachfolgend die Apoptoseinduktion durch CD95L-transduzierte Fibroblasten 
(Fib-CD95L) des gleichen Spenders.  
Unter Verwendung von Fib-CD95L wurde eine erhöhte Apoptoserate der T-
Zellen und eine geringere Expression von Aktivierungsmarkern gefunden. Die 
allospezifische Proliferation und Zytotoxizität war reduziert. Dabei war die 
Effektivität - wahrscheinlich durch die geringe Oberflächenexpression von 
CD95L auf den transduzierten Fibroblasten - geringer als im simultanen System 
mit C1R-A1-CD95L. Prinzipiell konnten wir hier jedoch zeigen, dass 
Apoptoseinduktion im sequentiellen System möglich war.  
4.3.2.2 HLA-allospezifische Depletion durch CD95L transduzierte C1R-A1-
Zellen nach sequentieller Stimulation/Apoptoseinduktion  
Da die Effektivität der Allodepletion durch Fib-CD95L nicht zufriedenstellend 
war, wurden in einem sequentiellen System C1R-CD95L und C1R-A1-CD95L 
zur Apoptoseinduktion eingesetzt. Diese Zellen wiesen im Gegensatz zu den 
transduzierten Fibroblasten eine hohe membranständige CD95L Expression 
auf, so dass eine hohe biologische Aktivität gewährleistet war. Die 
Primärstimulation wurde mit EBV-B-Zellen durchgeführt, welche zu den 
Apoptoseinduktoren HLA-different waren. Sowohl C1R-CD95L als auch C1R-
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A1-CD95L induzierten Apoptose und reduzierten die Expression von 
Aktivierungsmarkern in allogen stimulierten T-Zellen. Hierbei war die Effektivität 
von C1R-A1-CD95L höher als die von C1R-CD95L, was durch die allmähliche 
Abnahme der CD95L Expression im Laufe der Kultur von C1R-CD95L (nicht 
gezeigt) zu erklären war.  Daher wurden für die nachfolgenden Experimente 
ausschließlich C1R-A1-CD95L verwendet. Sowohl allospezifische Proliferation, 
als auch Zytotoxizität waren nach sequentieller Stimulation mit EBV-B-Zellen 
und Apoptoseinduktion durch C1R-A1-CD95L komplett inhibiert, während die 
Proliferation auf 3rd-party Zellen normale Werte zeigte. 
 
Nach unserem Wissen konnten wir hier erstmals zeigen, dass eine komplette 
Inhibition der allospezifischen Proliferation und Zytotoxizität in einem 
sequentiellen System möglich ist. 
In einem ähnlichen Ansatz setzten O´Flaherty und Mitarbeiter (1998) anti CD95-
mAK (Klon DX2) und konstitutiv CD95L exprimierende SW20 Coloncarcinom 
Zellen ein, um nach allogener Stimulation von humanen MNC mit allogenen 
EBV-B-Zellen Apoptose zu induzieren. Sie konnten maximal eine Reduktion der 
allospezifischen Proliferation um ca. 45% erreichen, wobei die CD95L 
exprimierenden  SW620 Zellen (selbst bei einem Einsatz von 20:1 
SW620:MNC) nicht effektiver waren als CD95-mAK. Mehrere Erklärungen für 
die geringe Effektivität dieses Systems sind möglich: Die Expression von 
CD95L auf SW620 wurde mit dem CD95L-Antikörperklon H11 nachgewiesen, 
der nach unseren Erfahrungen nicht spezifisch für humanen CD95L ist (s. 
Anhang). SW620 Zellen wurden zudem nur für 8h mit d7 allo-stimulierten T-
Zellen cokultiviert, möglicherweise ein zu kurzer Zeitraum. Dennoch wurde hier 
prinzipiell demonstriert, dass in T-Zell-Stimulationskulturen sequentiell 
Apoptose induziert werden kann. Auch in weiteren Arbeiten wurde gezeigt, dass 
Stimulation und Apoptoseinduktion nicht durch die gleichen Zellen erfolgen 
muss (Lau et al. 1996, Dulat et al. 2001).  
 
Diese und unsere Ergebnisse stehen im Widerspruch zu einer Studie aus 
unserem Forschungslabor, in der zur Apoptoseinduktion ebenfalls CD95L 
exprimierende C1R-/C1R-A1 Zellen verwendet wurden und eine Coexpression 
von apoptoseinduzierenden m-CD95L und stimulierenden HLA-A1 auf der 
gleichen APC als unabdingbar für die Vermeidung cytotoxischer Alloreaktivität 
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gefunden wurde (G. Strauß et al. 2007). Mögliche Erklärungen für diesen 
Widerspruch liegen im unterschiedlichen experimentellen System: Zum einen 
setzten wir, wie unter Abschnitt 4.1.5. beschrieben, eine fünffach höhere Anzahl 
an Stimulatoren ein, um eine maximale Aktivierung und damit 
Apoptosesensitivität der T-Zellen zu erreichen. Auch die Konzentration der 
Apoptoseinduktoren in unserem System war fünffach höher. Zum anderen 
wurden in der genannten Studie (apoptoseresistente) Stimulatoren und 
Apoptoseinduktoren gleichzeitig und nicht sequentiell angewendet. Dies könnte 
durch sterische Gegebenheiten eine gezielte Apoptoseinduktion in den 
aktivierten T-Zellen behindert haben, zumal hier m-CD95L exprimierende C1R-
Zellen verwendet wurden und löslicher CD95L nicht vorhanden war, so dass 
Zell-Zell-Kontakt für die Apoptoseinduktion unerlässlich war. Zuletzt 
verzichteten wir im Gegensatz zu G.Strauß auf die Zugabe von IL-2 zu den 
Kulturen und arbeiteten mit CD56/CD16 (NK-Zell-) depletierten MNC. Auf diese 
Weise verhinderten wir die Proliferation apoptoseresistenter, CD56+ 
cytotoxischer T-Zellklone (Strauß et al. 2003), welche vermutlich NK-T-Zellen 
zuzuordnen sind (Mittag et al. 2005). 
 
Zusammengefasst erreichten wir im sequentiellen System mit C1R-A1-CD95L 
Zellen eine mit dem simultanen System vergleichbare, hoch effektive Depletion 
alloreaktiver Zellen. Wir konnten hier erstmals allospezifische Proliferation und 
Zytotoxizität humaner T-Zellen durch CD95L exprimierende humane Zellen 
komplett inhibieren, während die Proliferation auf 3rd-party Zellen erhalten blieb. 
Dieses System ist zudem klinisch praktikabel, da individuell allospezifische 
Donorzellen nach spezifischer Aktivierung durch Empfänger-Zellen durch eine 
„universell“ einsetzbare, CD95L-exprimierende Zelllinie depletiert werden.  
 
4.4 CD4+CD25+FoxP3+ regulatorische T-Zellen in CD95L- 
Allodepletionsmodellen 
Einer der Schwerpunkte dieser Arbeit war die Untersuchung 
CD4+CD25+FoxP3+ regulatorischer T-Zellen im simultanen und sequentiellen 
Allodepletionsmodell aus folgenden Gründen: 
Zum einen fanden wir nach CD95L-Exposition trotz hoher 
Allodepletionseffizienz einen relativ hohen Anteil nicht apoptotischer CD4+ 
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Zellen, die den Aktivierungsmarker CD25 exprimierten. Das Fehlen alloreaktiver 
Proliferation und Zytotoxizität ließ uns vermuten, dass die CD25 Expression hier 
nicht mit dem Aktivierungsstatus der Zellen einher ging, sondern es sich 
vielmehr um CD25 konstitutiv exprimierender regulatorische T-Zellen handeln 
könnte. 
Zum anderen war in einer Anzahl von Arbeiten im Mausmodell gezeigt worden, 
dass regulatorische T-Zellen GvHD abschwächen oder sogar verhindern 
konnten (Cohen et al. 2002, Taylor et al. 2002, Hoffmann et al., 2002, Edinger 
et al. 2003, Trenado et al. 2003, 2004, Hoffmann und Edinger 2006, Salomon et 
al. 2006, Bénard et al. 2006). In einer kürzlich veröffentlichten Studie wurde die 
Korrelation einer niedrigen FoxP3 Expression mit einem verstärkten GvHD 
Risiko in pädiatrischen Patienten nach Stammzelltransplantation beschrieben 
(Olkinuora et al. 2007).  
Daher untersuchten wir, ob in unseren Systemen CD4+CD25+FoxP3+ Treg 
erhalten blieben, und führten sowohl  phänotypische als auch funktionelle 
Analysen durch. 
4.4.1 Apoptoseresistenz von Treg im simultanen Allodepletionssystem 
Obwohl über die Apoptosesensitivität von Treg Uneinigkeit besteht (Mohamood 
et al. 2006, Chen et al. 2007, Fritsching et al. 2005, Fritsching et al. 2006), warf 
die Persistenz von CD4+CD25+ T-Zellen nach effektiver Allodepletion in 
unserem System die Frage auf, ob Treg in unseren Kulturen nach 
Apoptoseinduktion durch CD95L erhalten blieben. 
Erste Hinweise darauf gaben der positive Nachweis CD4+CD25+ T-Zellen und 
des mit Treg assoziierten Transkriptionsfaktors FoxP3 nach erfolgreicher 
Allodepletion mit C1R-A1-CD95L.  
 
Für weitergehende Analysen wurden Treg mittels CD4+CD25+ Selektion 
angereichert, um den Einfluss anderer Lymphozytenpopulationen (z.B. 
CD8+CD25+ regulatorische T-Zellen, aktivierte CD25+ T-Zellen) auszuschließen. 
Humane Treg lassen sich anhand ihrer CD25 Expression durchflusszytometrisch 
nicht eindeutig abgrenzen, sondern weisen einen CD25-Fluoreszenzshift auf 
(Baecher-Allan et al. 2004, Fritsching et al. 2005). Wie CD95L wird auch CD25 
von der Zelloberfläche abgespalten (Rubin et al., 1985). Daher ist, ähnlich wie 
bei CD95L exprimierenden aktivierten Lymphozyten, die Anzahl der konstitutiv 
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von Treg exprimierten CD25 Moleküle wahrscheinlich zu gering, um genügend 
Antikörper für eine klare Abgrenzung zu binden. Wir führten, wie andere 
Gruppen vor uns (Jonuleit et al. 2001, Ng et al. 2001, Jiang et al. 2003, 
Baecher-Allan et al. 2004, Suri-Payer et al. 2005), eine magnetischen 
Anreicherung von Treg durch und konnten einen Aufreinigungsgrad von ca. 65% 
erreichen, wobei aufgrund des Fluoreszenzshiftes diese Zahl nur als 
Näherungswert gesehen werden kann.  
 
Wir inkubierten die Treg angereicherte und - zum Vergleich - eine Treg depletierte 
(CD4+CD25-) Population über einen Zeitraum von 9 Tagen mit C1R-A1-CD95L 
bzw. C1R-A1GFP und bestimmten regelmäßig die spezifische Apoptose der 
CD25+ Zellen (auch in der Treg depletierten CD4+CD25- Fraktion exprimierten 
die T-Zellen nach Stimulation mit C1R-A1-CD95L bzw. C1R-A1GFP den 
Aktivierungsmarker CD25). Während aktivierte, CD4+CD25+ T-Zellen der Treg 
depletierten Fraktion wie erwartet sensibel für CD95L vermittelte Apoptose 
waren, konnten wir in der Treg angereichten Fraktion eine Resistenz der 
CD4+CD25+ T-Zellen für diesen Apoptoseweg nachweisen. 
Sehr interessant war die Beobachtung, dass in beiden Fraktionen CD25 stark 
exprimierende (CD25hi) Zellen eliminiert wurden. Da Treg auf in vitro Stimulation 
mit Anergie reagieren (Fontenot und Rudensky, 2005),  fanden sich aktivierte 
CD25hi –T-Zellen nur zu einem geringen Anteil (10 von 60%) in der Treg-
angereicherten Fraktion, stellten aber die Hauptpopulation (22 von 27%) der 
CD25+ Zellen in der Treg depletierten Fraktion nach C1R-A1GFP Stimulation. Wir 
postulierten, dass Treg in unserem System der CD25 mittel/niedrig (CD25im/lo) 
Population zugehören. 
Dies stand scheinbar im Widerspruch zu einer Reihe von Publikationen, in 
denen Treg v. a. CD25hi exprimierenden Fraktionen zugeordnet werden 
(Baecher-Allan et al. 2001, 2004 (anhand funktioneller Analysen), Roncador et 
al. 2005 (anhand der FoxP3 Expression), Fritsching et al. 2005 (anhand der 
FoxP3 Expression)). Hierbei ist jedoch zu beachten, dass die CD25hi Population 
in den genannten Arbeiten ausschließlich in frisch isolierten Zellen bestimmt 
und analysiert wurde. Nach unseren Erfahrungen ist die Fluoreszenzintensität 
der CD25 Expression nach Aktivierung ca. 10x höher als die der CD25 
Expression regulatorischer T-Zellen ex vivo. Ob CD25 nach Aktivierung nur von 
nicht regulatorischen T-Zellen so hoch exprimiert wurde oder auch von der Treg-
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Population, ließ sich anhand unserer Analysen nicht klären und bleibt bislang 
eine offene Frage.  
Um herauszufinden, ob es sich bei der apoptoseresistenten Population 
tatsächlich um regulatorische T-Zellen handelte, wurden weitere phänotypische 
und funktionelle Analysen durchgeführt. Die phänotypische Diskriminierung 
regulatorischer T-Zellen war nach Aktivierung der Zellen besonders schwierig, 
da die bislang beschriebenen Zellmarker auch von stimulierten, nicht-
regulatorischen T-Zellen exprimiert werden. 
Wir untersuchten die Expression des Glucocorticoid Induced TNFR-family-
related Receptor (GITR), ein Molekül, das mit CD4+CD25+ Treg assoziiert 
beschrieben wurde (McHugh et al. 2002, Shimizu et al. 2002). Auffallend war, 
dass, im Vergleich zu C1R-A1GFP-Stimulation, CD25+ T-Zellen sowohl in der 
Treg-angereicherten als auch in der Treg-depletierten Fraktion an d5 nach C1R-
A1-CD95L Stimulation deutlich mehr GITR exprimierten (nicht gezeigt). Eine 
Interpretation dieser Beobachtung war jedoch schwierig, da GITR nach 
Aktivierung sowohl von CD25+ als auch von CD25- T-Zellen verstärkt exprimiert 
wurde und hier keine Unterschiede zwischen der Treg-angereicherten und der 
Treg-depletierten Fraktion feststellbar waren (nicht gezeigt).  
 
Der Transkriptionsfaktor FoxP3 wurde als linienspezifischer Marker für Treg 
zunächst im Mausmodell klassifiziert (Fontenot et al. 2003, 2005). Mutationen 
im FoxP3 kodierenden Gen führen zu einer schweren Autoimmunerkrankung 
(IPEX – Immunodysregulation, Polyendokrinopathie, Enteropathie, x-linked) und 
der analogen spontanen murinen Mutation „scurfy“ (Brunkow et al. 2001, Wildin 
et al. 2001, Bennett et al. 2001, Fontenot und Rudensky 2005). Die spezifische 
Expression von FoxP3 in murinen CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen wurde 
erstmals 2003 von Hori und Mitarbeitern beschrieben. FoxP3 ist für die 
Entwicklung und Funktion von Treg essentiell (Hori et al. 2003, Gavin et al. 2007, 
Williams und Rudensky 2007) und auch auf nicht regulatorischen T-Zellen 
konnte durch die Expression des Transkriptionsfaktors Suppressoraktivität 
erzielt werden (Hori et al. 2003, Fontenot et al. 2003, Khattri et al. 2003). 
In unseren Experimenten konnte FoxP3 in der Treg-angereicherten Population 
zu jedem Zeitpunkt der Kultur nachgewiesen werden, auch nach Stimulation mit 
C1R-A1-CD95L. Überraschend wurde FoxP3 jedoch auch in der Treg-
depletierten Population exprimiert, allerdings nicht vor Aktivierung und 
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ausschließlich, wenn mit C1R-A1-CD95L stimuliert wurde (Tab. 4.1.). Die 
Untersuchung der suppressorischen Aktivität der Zellpopulationen untermauerte 
dieses Ergebnis: Die Treg-angereicherte Population supprimierte T-Zellen nach 
Stimulation mit C1R-A1GFP und noch effektiver nach Stimulation mit C1R-A1-
CD95L. Darüberhinaus wurde, analog zur FoxP3-Expression, Suppression 
gefunden, wenn Treg-depletierte Zellen nach Stimulation mit C1R-A1-CD95L 









CD4+CD25+ C1R-A1-CD95L ja ja 50% 
CD4+CD25+ C1R-A1GFP ja ja 20-30% 
CD4+CD25- C1R-A1-CD95L nein ja 50% 






Zwei unterschiedliche Erklärungen sind für dieses Phänomen denkbar: 
entweder differenzierten CD25- FoxP3- T-Zellen durch Kultur mit C1R-A1-
CD95L in FoxP3 positive Treg oder eine geringe, vor Kultur nicht nachweisbare 
Population FoxP3 positiver Treg wurde durch die Stimulation mit C1R-A1-CD95L 
angereichert, da sie im Gegensatz zu nicht regulatorischen T-Zellen resistent 
gegen CD95L- vermittelte Apoptose war. Eine durch T-Zell-Aktivierung 
hervorgerufene Differenzierung von CD25-FoxP3- T-Zellen in FoxP3+ Treg wurde 
bereits gezeigt (Kretschmer et al. 2005, Chang et al. 2005). Bei längerer 
Kulturdauer konnten auch wir in der Treg-depletierten Fraktion, die mit C1R-GFP 
stimuliert wurde, schwache FoxP3-Expression nachweisen (nicht gezeigt), was 
dafür spricht, dass auch in unserem Kultursystem FoxP3 nach Aktivierung der 
Zellen exprimiert wurde. 
Aufgrund der nachgewiesenen Apoptoseresistenz von CD25im/lo exprimierenden 
Treg ist es wahrscheinlich, dass eine durch die Aktivierung neu differenzierte 
FoxP3+ Treg-Population oder/und eine vor Kultur unter der Nachweisgrenze 
liegende FoxP3+ Population  nach C1R-A1-CD95L Kultur angereichert wurde. 
Dagegen wurden nicht apoptoseresistente, aktivierte Effektorzellen durch die 
CD95L-Exposition depletiert. 
  
Die Apoptosesensitivität von Treg wurde in einer Reihe von Publikationen sowohl 
im murinem (Mohamood et al. 2006, Chen et al. 2007) als auch im humanen 
Tab. 4.1. Übersicht über FoxP3 Expression und suppressorische Aktivität Treg-
angereicherter (CD4+CD25+) und – depletierter (CD4+CD25-) Populationen nach 
Stimulation mit C1R-A1GFP bzw. C1R-A1-CD95L. 
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System (Fritsching et al. 2005) untersucht und eine hohe Sensitivität dieser 
Zellen für CD95L-vermittelte Apoptose beschrieben. 
In jeder dieser Arbeiten wurden Treg aufgrund ihrer CD4+CD25hi Expression 
isoliert und anhand der positiven FoxP3 Expression von regulatorischen T-
Zellen ausgegangen. Nur in einer Arbeit wurden die frisch isolierten Zellen auch 
funktionell analysiert (Mohammod et al. 2006). 
Zur Ermittlung der Apoptosesensitivität wurde nach CD95L-vermittelter 
Apoptoseinduktion spezifische Apoptose durch Annexin V Färbung der 
CD4+CD25+ T-Zellen bestimmt. 
In keiner der Arbeiten wurde nach Apoptoseinduktion ein Suppressionsassay 
oder eine FoxP3 Färbung durchgeführt. So ist nicht gezeigt, ob nach CD95L 
Exposition FoxP3 von den verbleibenden Zellen exprimiert wurde oder ob deren 
Funktionalität bzw. suppressorische Aktivität erhalten blieb. Eventuell könnte 
der hohe Anteil apoptotischer Zellen zumindest zum Teil durch das 
Vorhandensein aktivierter T-Zellen in den Treg-angereicherten CD4+CD25+ T-
Zellen bedingt sein. 
Erst kürzlich wurde von B. Fritsching, E. Suri-Payer und Mitarbeitern eine 
Subpopulation regulatorischer T-Zellen definiert, die sich durch Resistenz 
gegen CD95L vermittelte Apoptose auszeichnet (Fritsching et al. 2006). Die 
apoptoseresistenten Treg wurden hier aufgrund ihres Phänotyps (CD95lo, 
CD45ROlo, CD45RAhi, IL7Rhi) naiven T-Zellen zugeordnet und die Autoren 
sprechen von naiven regulatorischen T-Zellen. Während deren Häufigkeit im 
adulten Blut gering war, zeigte die überwiegende Anzahl der Treg aus 
Nabelschnurblut diesen naiven Phänotyp und waren ebenso resistent gegen 
CD95 vermittelte Apoptose. Naive Treg wurden auch von anderen Gruppen 
beschrieben (Valmori et al. 2005, Seddiki et al. 2006). Auf diesen Zellen konnte 
eine mittlere Expression von CD25 (CD25im) nachgewiesen werden, sie 
exprimierten FoxP3 jedoch in gleichem Maße wie CD4+CD25hi Treg und 
zeigten eine vergleichbare suppressorische Wirkung. Die Apoptoseresistenz 
sowohl der naiven adulten als auch der Nabelschnurblut-Treg wurde von 
Fritsching und Mitarbeitern anhand der spezifischen Apoptose CD4+CD25+ T-
Zellen nach Inkubation mit anti-CD95 oder sCD95L definiert. Auch in dieser 




Im Vergleich zu den genannten Untersuchungen, stellte in unserem System 
eine besondere Herausforderung dar, dass wir Treg nicht ex vivo, sondern nach 
Aktivierung und Kultur untersuchen wollten und sich deshalb Treg phänotypisch 
nicht von aktivierten Effektorzellen differenzieren ließen. Die Selektion von Treg-
angereicherten bzw. depletierten Zellfraktionen vor Kultur erlaubte uns, die  
Apoptoseresistenz der CD4+CD25im/lo Population nach Stimulation mit C1R-A1-
CD95L nachzuweisen. Während in den früheren Arbeiten anderer Gruppen 
(s.o.) auf eine Untersuchung der FoxP3-Expression und eine Funktionsanalyse 
der Treg nach Apoptoseinduktion verzichtet wurde, wiesen wir eine beständige 
FoxP3 Expression und die volle Funktionalität dieser Zellen nach 
Apoptoseinduktion durch CD95L nach. Damit stellten wir sicher, dass es sich 
bei der apoptoseresistenten CD4+CD25+ Population nicht um aktivierte T-
Effektorzellen handelte. 
Darüberhinaus blieben in unserem System FoxP3 exprimierende, 
suppressorisch wirksame Zellen nach Kultur mit C1R-A1-CD95L nicht nur 
erhalten, sondern wurden sogar angereichert: zum einen war die 
suppressorische Aktivität der Treg-angereicherten Population nach C1R-A1-
CD95L-Stimulation höher als nach C1R-A1GFP-Kultur, zum anderen konnten wir 
in der Treg-depletierten Population nach C1R-A1-CD95L Kultur FoxP3 und 
suppressorische Aktivität nachweisen (Tab. 4.1.). 
  
4.4.2 Charakterisierung und Funktion von Treg im sequentiellen 
Allodepletionssystem  
Im Hinblick auf eine potentielle klinische Anwendung wurden auch im hierfür 
relevanten sequentiellen Kultursystem CD4+CD25+FoxP3+ Treg untersucht. Auf 
die Anreicherung bzw. Depletion von Treg wurde verzichtet, da eine 
Apoptoseresistenz dieser Zellen vorab nachgewiesen wurde (4.2.1.), und es 
keine Rolle spielte, dass aktivierte CD25+ T-Zellen nicht von Treg differenzierbar 
waren. Im sequentiellen System sollten vielmehr alle Zellkomponenten 
vorhanden sein, die für die Depletionsexperimente verwendet wurden, um 
Depletionseffizienz und den Erhalt von Treg in einem Experiment vergleichen zu 
können. Es war zunächst unklar, ob sich in einem solchen Ansatz überhaupt 
eine Funktion regulatorischer T-Zellen nachweisen lassen würde, da bei 
Verwendung von MNC mit nicht kontrollierbaren bzw. nicht überschaubaren 
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Interaktionen der Zellen zu rechnen war. Die Funktionalität nicht aufgereinigter 
Treg in einem MNC-Präparat ist unseres Wissens nach auch bislang nicht von 
anderen Gruppen überprüft worden. 
4.4.2.1 Fehlende Korrelation von FoxP3 Expression und Suppression im 
sequentiellen Kultursystem 
Im sequentiellen Kultursystem wurden MNC in einem ersten Schritt mit EBV-B-
Zellen allogen stimuliert und in einem 2. Schritt durch C1R-A1-CD95L Apoptose 
induziert. 
Wir konnten die Expression von FoxP3 in MNC bereits nach Primärstimulation 
mit EBV-B-Zellen nachweisen, während vor Stimulation nur wenig FoxP3 
nachweisbar war. Dies sprach für eine verstärkte Expression des 
Transkriptionsfaktors nach Aktivierung, wie für humane T-Zellen bereits früher 
gezeigt wurde (Walker et al. 2003, Allan et al. 2005, Morgan et al. 2005, Gavin 
et al. 2006, Wang et al. 2007). Ob FoxP3+ Zellen durch die Aktivierung 
angereichert, die Neusynthese und Expression des Transkriptionsfaktors in den 
einzelnen Zellen verstärkt, oder in ursprünglich FoxP3- Zellen induziert wurden, 
konnte durch diese Experimente nicht geklärt werden. 
Auch im sequentiellen Kultursystem blieb nach CD95L Exposition die FoxP3-
Expression sowohl nach Kultur mit C1R-A1-GFP als auch mit C1R-A1-CD95L 
erhalten. Die suppressorische Funktionalität der kultivierten Zellen wurde in 
einem Suppressorassay überprüft, indem diese zu einer frischen MLC gegeben 
wurden. Obwohl FoxP3 in allen Ansätzen nachgewiesen werden konnte, fanden 
wir suppressorische Aktivität ausschließlich, wenn Zellen verwendet wurden, 






















MNC EBV-B-Zellen nein ja C1R-A1GFP ja nein 
MNC EBV-B-Zellen nein ja C1R-A1-
CD95L 
ja 50% 
Tab. 4.2. Übersicht über FoxP3 Expression und suppressorische Aktivität von MNC nach 
sequentieller Kultur mit EBV-B-Zellen und C1R-A1-CD95L bzw. C1R-A1GFP. 
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Neben Studien, in denen eine Korrelation der FoxP3-Expression mit der 
suppressorischen Wirkung von humanen T-Zellen nach Stimulation (Walker et 
al. 2003) oder Transduktion mit FoxP3 (Yagi et al. 2004) gefunden wurde, 
mehrten sich in neuerer Zeit Berichte, die eine fehlende Korrelation von FoxP3-
Expression und suppressorischer Aktivität zeigten: Die verstärkte Expression 
von FoxP3 nach Aktivierung CD4+ und/oder CD8+ T-Zellen ging nicht 
notwendigerweise mit einer suppressorischen Aktivität dieser Zellen einher 
(Morgan et al. 2005, Gavin et al. 2006, Wang et al. 2007, Ziegler 2007). Wurden 
humane CD4+CD25- T-Zellen mit FoxP3 transduziert, erlangten die Zellen, wie 
Treg, einen anergen Phänotyp, sie proliferierten nicht nach TCR-Stimulation und 
zeigten eine signifikant erniedrigte IL-2-Produktion. Dennoch konnte trotz einer 
mit Treg vergleichbaren FoxP3-Expression keine suppressorische Wirkung der 
transduzierten Zellen erzielt werden (Allan et al. 2005). Ähnliche 
Beobachtungen wurden in einer Studie mit CD4+CD25+ T-Zellen aus 
Nabelschnurblut gemacht: diese exprimieren FoxP3 in gleichem Maße wie 
adulte Treg, konnten jedoch allogene Immunantworten nicht supprimieren 
(Chang et al. 2005). 
 
Unsere Ergebnisse stützen die Beobachtung, dass FoxP3 Expression in 
humanen T-Zellen nicht zwingenderweise mit einer suppressorischen Wirkung 
einher geht und dass daher FoxP3 keinen spezifischen Marker für humane Treg 
darstellt. 
Die Untersuchung der suppressorischen Funktion zusätzlich zur CD4, CD25 
und FoxP3 Expression in unserem sequentiellen Kultursystem zeigte hingegen, 
dass funktionale regulatorische T-Zellen nach CD95L-Exposition erhalten 
blieben bzw. sogar angereichert wurden.  
4.4.2.2 Antigenspezifität von Treg im sequentiellen Kultursystem 
Ob die regulatorische Funktion von CD4+CD25+FoxP3+ regulatorischen T-
Zellen antigenspezifisch oder –unspezifisch erfolgt, konnte bislang nicht 
vollständig geklärt werden. Nach aktueller Vorstellung gewinnen Treg nach 
erster, spezifischer Aktivierung über ihren genuinen TCR generelle 
suppressorische Kapazität und inhibieren Immunfunktionen antigen-
unspezifisch (Thornton und Shevach 2000, Boettler et al. 2005, Orentas et al. 
2006). Ein antigen-spezifischer Einsatz von Treg zur Unterdrückung von 
4. Diskussion 
126 
Immunreaktionen wäre unter diesen Voraussetzungen nicht möglich, da 
generelle Immunsuppression die Folge wäre. 
Studien in denen Treg antigen-spezifisch expandiert wurden, waren bezüglich 
ihrer antigenspezifischen Funktion wenig aussagekräftig (Nishimura et al. 2004, 
Hoffmann et al. 2004, Godfrey et al. 2004-2). 
Mittlerweile ist jedoch klar, dass Treg zwar eine generelle Suppression ausüben 
können,  aber in einer deutlich geringeren Effektivität als antigenspezifische 
Treg. So zeigten Shevach und Mitarbeiter (2006), dass in einem transgenen Treg-
Mausmodell die Suppression durch 50 000 antigenspezifische Treg mit der von 
106 polyklonalen Treg vergleichbar war. 
Auch andere Studien untermauern die hohe Effektivität antigenspezifischer 
bzw. alloantigenspezifischer Treg. In einem in vivo Mausmodell konnte gezeigt 
werden, dass allospezifische Treg in der Lage waren, GvHD komplett zu 
inhibieren, während die Verabreichung  von Treg, die mit 3rd-party Zellen 
stimuliert worden waren, die Entstehung einer GvHD nur leicht verzögerten. Bei 
der Verabreichung empfängerspezifischer Treg blieb außerdem der Graft-
versus-Leukämie (GvL)-Effekt erhalten (Edinger et al. 2003, Trenado et al. 
2003). Die Entstehung von autoimmunem Diabetes im NOD Mausmodell 
konnte durch antigen-spezifisch aktivierte und expandierte, aber nicht durch 
polyklonale Treg inhibiert werden (Tang et al. 2004, Tarbell et al. 2004). Hayashi 
und Mitarbeiter untersuchten das TCR-Repertoire von Treg nach Stimulation und 
fanden prinzipiell die gleiche Antigenerkennung und TCR-Modifikation wie bei 
Effektorzellen (Teff). Ag-spezifische Proliferation und TCR-Modifikation von Treg 
waren allerdings geringer als bei Teff.  (Hayashi et al.  2004). Eine 3-10 fach 
höhere suppressorische Wirkung durch alloantigen-spezifische Treg konnte in 
vitro und in vivo gefunden werden, wenn für den Suppressorassay das Original-
Alloantigen im Vergleich zu 3rd-party Zellen verwendet wurde (Yamazaki et al. 
2006). Eine allospezifische Maus-CD25+ T-Zell-Linie konnte durch autologe 
dendritische Zellen (DC), die mit einem MHC I H-2k/b Peptid gepulst waren, 
generiert werden. Diese FoxP3+ Treg-Linie zeigte Antigenspezifität für H-2k/b in 
vitro und in vivo (Golshayan 2007). Ebenfalls im Mausmodell, wurde nach 
Stimulation mit dendritischen Zellen, die das Antigen Hämagglutinin (HA) 
präsentierten, eine Differenzierung naiver T-Zellen in FoxP3+ regulatorische T-
Zellen und deren antigenspezifische Suppression in vivo gefunden (Kretschmer 
et al. 2005). 
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In einem ähnlichen Ansatz wurden humane HA-spezifische Treg aus CD4+CD25- 
T-Zellen generiert. Antigenspezifische Treg wurden mittels HLA-KlasseII 
Tetrameren isoliert, die spezifisch für HA sind. Die generierten Treg 
supprimierten aber auch die Immunreaktion auf Tetanustoxin, wenn gleichzeitig 
mit HA stimuliert wurde, ein Vorgang, der als Bystandersuppression bezeichnet 
wurde (Walker et al. 2005). Durch den höheren Polymorphismus des humanen 
MHC-Lokus im Vergleich zum murinen ist diese höhere Kreuzreaktivität 
humaner Treg zu erklären. Bystandersuppression wurde auch in einer weiteren 
Arbeit mit humanen Zellen gefunden, in der HLA-A2 spezifische Treg durch DC 
induziert wurden. Zwar konnte auch hier eine antigenspezifische Suppression 
nachgewiesen werden wenn zusätzlich zu HLA-A2 jedoch Pathogene von den 
DC präsentiert wurden, fand auch hier eine Suppression der immunologischen 
Antwort statt (Jiang et al 2003). HLA-A2-spezifische humane Treg ließen sich 
durch OKT3/CD28 expandieren, exprimierten FoxP3 auch nach der Expansion 
und behielten anerge und suppressorische Eigenschaften (Jiang et al. 2006). 
Treg, die aus peripherem Blut asymptomatischer HIV-infizierter Personen isoliert 
wurden, vermittelten antigenspezifische Immunsuppression (Kinter et al. 2004). 
In einer weiteren Arbeit mit humanen Zellen wurden Treg aus Nabelschnurblut 
und adultem Blut durch Stimulation mit unreifen DC generiert. Die induzierten 
Treg waren alloantigenspezifisch: sie supprimierten T-Zellen nur, wenn zu deren 
Stimulation die gleichen dendritischen Zellen verwendet wurden, wie zur 
Induktion der Treg, nicht aber bei Verwendung von 3rd-party Zellen (Chang et al. 
2006).  
Wie unter 4.2.2. diskutiert, fanden wir eine suppressorische Wirkung im 
sequentiellen System nur dann, wenn mit C1R-A1-CD95L kokultiviert wurde. 
Wenn die ursprünglichen Stimulatoren (EBV-B-Zellen) für den Suppressorassay 
verwendet wurden, konnte im Vergleich zu 3rd-party Zellen eine deutlich 
effektivere Suppression nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis spricht eher 
für alloantigen-spezifische als für generelle Suppression im sequentiellen 
System. 
Daher lassen unsere Ergebnisse die Interpretation zu, dass Treg unspezifisch 
supprimieren, wenn sie in hoher Konzentration verwendet werden (Abschnitt 
3.4.2.4.2.), antigenspezifische Treg jedoch in geringerer Konzentration effektiv 
supprimieren, wie bereits früher beschrieben (Shevach et al. 2006, Koenen und 
Joosten, 2006).  
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Nach diesen Erkenntnissen ist die Verwendung alloantigen-spezifischer Treg ein 
vielversprechender Ansatz für die Induktion von Transplantationstoleranz und 
die Prävention von GvHD nach HLA-haploidentischer SCT. 
 
4.5 CD95L und Treg: Zusammenspiel zweier Mechanismen für 
die hocheffiziente Reduktion von Alloreaktivität    
Wie unter 4.3.1. und 4.3.2. diskutiert, erreichten wir sowohl im simultanen als 
auch im sequentiellen Allodepletionsmodell durch Kokultur mit CD95L 
exprimierenden C1R-A1 Zellen eine komplette Inhibition der proliferativen und 
zytotoxischen Alloreaktivität in vitro. Diese hohe Effektivität war sicher teilweise 
durch eine optimale Stimulation, Erreichen maximaler Apoptosesensitivität der 
stimulierten Zellen und Einsatz einer ausreichenden Anzahl CD95L-
exprimierender Zellen zur Apoptoseinduktion zu erklären. Da wir jedoch 
zusätzlich eine Anreicherung funktionaler Treg nach CD95L induzierter Apoptose 
in unseren Kultursystemen nachweisen konnten, ist die Vermutung naheliegend 
dass CD4+CD25+ Treg an der Effizienz des Systems beteiligt waren. Dass die 
Immunantwort auf 3rd-party Zellen und polyklonale Stimulation nach 
Allodepletion erhalten blieb, spricht wie das Ergebnis der durchgeführten 
Suppressionsassays außerdem für eine antigenspezifische Wirkungsweise der 
Treg in den Kulturen. 
 
Bislang wurden zwei klinische Studien zur Verabreichung allodepletierter T-
Zellen mit dem Ziel einer beschleunigten Immunrekonstitution nach HLA-
haploidenter Stammzelltransplantation publiziert (André-Schmutz et al. 2002, 
Amrolia et al., 2006). In beiden Studien wurden alloreaktive T-Zellen mittels 
anti-CD25-Immunotoxin (IT) eliminiert. In unserer eigenen Gruppe wurde in 
einer klinischen Studie die Anwendung von T-Zellpräparaten getestet, in denen 
alloreaktive T-Zellen aufgrund ihrer Aktivierungsmarkerexpression (u.a. CD25) 
magnetisch depletiert waren (Ege et al., Manuskript in Vorbereitung). Die 
Resultate unserer eigenen und der genannten Studien zeigten, dass das 
Verabreichen allodepletierter T-Zell-Transplantate, in denen mittels Antikörper 
oder Immunotoxin CD25+ Zellen eliminiert wurden, immer noch mit einem 
anhaltendem GvHD Risiko verbunden ist (André-Schmutz et al. 2002, Amrolia 
et al., 2006, Ege et al.): 
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In der Arbeit unserer Gruppe (Ege et al.) wurde zunächst unspezifisch durch L-
Leucyl-L-Leucin-Methylester (LLME) in cytotoxischen T-Zellen Apoptose 
induziert. Spezifisch wurden dann nach allogener Aktivierung alloreaktive T-
Zellen mittels Antikörper gegen die Aktivierungsmarker CD25, CD69, HLA-DR 
und CD71 magnetisch depletiert. Die residuelle allospezifische Proliferation war 
auf 0,12%-3,4% reduziert und die cytotoxische Aktivität komplett inhibiert. Die 
Effektivität der Allodepletion wurde zudem in einem sogenannten Skin-Explant-
Modell gesichert, in dem empfängerspezifisch allodepletierte T-Zellen mit einem 
Hautbiopsat des Empfängers inkubiert wurden. Nach Verabreichung von < 
5x104 allodepletierten T-Zellen/kg Körpergewicht konnte in den Patienten eine 
periphere Expansion der T-Zellen nachgewiesen werden. Trotz hoher in vitro 
Effektivität dieser Allodepletions-Methode entwickelten 2 von 3 Patienten eine 
GvHD (Ege et al.). Dieses unbefriedigende Ergebnis war auch insofern nicht 
erwartet, als in einer früheren Studie ein Grenzwert von 5x104 T-Zellen/kg 
Körpergewicht (nicht allodepletiert) definiert wurde, die ohne Risiko einer GvHD 
infundiert werden konnten (Müller et al. 1999) und führte zum Abbruch der 
Studie. 
In den klinischen Studien von André-Schmutz bzw. Amrolia und Mitarbeitern 
wurde anti-CD25-Immunotoxin (IT) zur Elimination aktivierter, alloreaktiver T-
Zellen verwendet. In vitro lag die residuelle allospezifische Proliferation der 
Arbeiten von André-Schmutz und Amrolia bei <1-5% bzw. <1-4%. In der Studie 
von André-Schmutz entwickelten 4 von 12 pädiatrischen Patienten nach 
haploidenter SCT und Verabreichung allodepletierter T-Zellen eine akute 
GvHD. Eine periphere Expansion der verabreichten T-Zellen konnte hier nicht 
immer nachgewiesen werden. In der Studie von Amrolia war eine periphere 
Expansion der T-Zellen gegeben, wenn 1x105 depletierte T-Zellen/kg 
Körpergewicht ein- oder mehrmals verabreicht wurden. 3 der 8 pädiatrischen 
Patienten entwickelten GvHD. Auffallend in beiden Studien mit anti-CD25-IT ist 
die hohe T-Zell-Menge, die für deren periphere Expansion benötigt wurde. 
Diese lag zwischen 1-8x105 Zellen/kg Körpergewicht (André-Schmutz et al. 
2003, Amrolia et al. 2006).  
Zusammenfassend kann aus diesen Studien geschlossen werden, dass die für 
die Immunrekonstitution benötigte T-Zellmenge abhängig von der 
Allodepletionsmethode war und außerdem ein GvHD-Risiko bestehen blieb, 
auch wenn eine T-Zell Menge infundiert wurde, die ursprünglich als sicher für 
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die Vermeidung von GvHD definiert wurde (Müller et al. 1999). Insgesamt 
lassen diese Resultate vermuten, dass die Depletion CD25+ T-Zellen die Anzahl 
und Funktion CD4+CD25+ regulatorischer T-Zellen beeinträchtigen könnte und 
sich daher GvHD nicht vermeiden ließ. 
Verschiedene Studien beschäftigten sich mit der Frage nach dem Einfluss von 
anti-CD25 auf die Anzahl und Funktion von Treg. Die Anwendung von anti-CD25 
oder anti-CD25-IT (an Diphterietoxin gekoppeltes IL-2) im Mausmodell in vivo 
führte zu einer Reduktion CD4+CD25+ T-Zellen, während FoxP3+ CD4+ T-Zellen 
nachweisbar blieben (Kohm et al. 2006, McNeill et al. 2007, Litzinger et al. 
2007, Kreijveld et al. 2007). Die Untersuchung der Funktionalität der FoxP3+ T-
Zellen erbrachte widersprüchliche Ergebnisse (Kohm et al. 2006, Kreijveld et al. 
2007).  
Kürzlich wurden Resultate einer Studie publiziert, in der Treg nach ex vivo 
Behandlung mit anti-CD25-IT untersucht wurden. Wie in den o.g. Studien 
(André-Schmutz et al. 2003, Amrolia et al. 2006) wurden hier alloreaktive T-
Zellen mittels anti-CD25 Immunotoxin in vitro depletiert, hier allerdings in einer 
HLA-identen (Geschwister) Konstellation älteren Patienten nach SCT 
verabreicht (Mielke et al. 2007). Nach vollständiger Depletion CD4+CD25+ 
Zellen wurde FoxP3 auf CD4+CD25- T-Zellen im Donor-Lymphozytenpräparat 
nachgewiesen, die Funktion dieser Zellen jedoch nicht untersucht. 30 Tage 
nach SCT und Verabreichung der IT-behandelten T-Zellen konnten 
CD4+CD25+FoxP3+ T-Zellen im peripheren Blut der Patienten nachgewiesen 
werden. Die Autoren gingen deshalb von einer raschen Rekonstitution der Treg 
aus. Nach unseren Ergebnissen ist dieser Schluss jedoch ohne eine 
Untersuchung der Funktionalität der potentiellen Treg nicht zuverlässig, da 
FoxP3 auch nach Aktivierung exprimiert wurde und FoxP3-Expression nicht 
immer mit suppressorischer Aktivität einherging (s. Abschnitt 4.4.2.1). 
Aus den bislang publizierten Daten lässt sich demnach nicht ausschließen, 
dass die Funktion von Treg nach Allodepletion mittels anti-CD25-AK bzw. -IT 
beeinträchtigt wurde. 
 
Da Treg für die Ausbildung von Toleranz und Vermeidung von GvHD nach 
Stammzelltransplantation von großer Bedeutung sind (Cohen et al. 2002, Taylor 
et al. 2002, Hoffmann et al., 2002, Edinger et al. 2003, Trenado et al. 2003, 
2004, Hoffmann und Edinger 2006, Salomon et al. 2006, Bénard et al. 2006, 
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Olkinuora et al. 2007), ist deren Erhalt in Donor-Lymphozyten-Präparaten 
absolut erstrebensswert. 
   
In einem hypothetischen Transplantationsmodell favorisieren Martinic und v. 
Herrath (2006), die Verabreichung allo-antigenspezifischer, mit OKT3/IL2 
expandierter Treg in Kombination mit der systemischen und intrathymischen 
Verabreichung von Stammzellen. Auf diese Weise wären Donor-APC im 
Thymus vorhanden, wenn die thymische Selektion der heranreifenden Donor T-
Zellen stattfindet. So würden selbst-, fremd-, und alloantigenspezifische Treg 
induziert und ein diverses T-Zell Repertoire selektiert werden, was eine 
lebenslange Transplantationstoleranz bei optimalen pathogen-spezifischen T-
Zell-Antworten erlauben würde. Auch bei Realisierung dieses Modells bliebe in 
der HLA-haploidenten Konstellation die lange Zeit der Immundefizienz zu 
überbrücken, bis Donor-T-Zellen ausgereift sind. 
 
In dieser Arbeit wurde für die Anwendung von Donor-Lymphozyten-Präparaten 
nach haploidenter Stammzelltransplantation eine Methode entwickelt, mit der 
allospezifische T-Zellen durch CD95L-exprimierende B-Zellen effektiv depletiert 
wurden, ohne dass Funktion oder Vorhandensein CD4+CD25+FoxP3+ 
regulatorischer T-Zellen davon beeinträchtigt wurden. Die Kombination aus 
CD95-vermittelter Apoptose und Suppression durch antigenspezifische Treg 






















In dieser Arbeit wurde die Depletion alloreaktiver T-Zellen mittels CD95L 
exprimierender Zellen mit dem Ziel einer möglichen Anwendung von Donor-
Lymphozyten-Präparaten nach allogener Stammzelltransplantation (SCT) 
untersucht. Die Infusion von Donor-Lymphozyten soll vor allem nach 
haploidenter SCT, bei der hochaufgereinigte Stammzellen verabreicht werden, 
die benötigte Zeit der Immunrekonstitution verkürzen.  
Dem Ansatz, CD95L exprimierende Zellen zur Allodepletion zu verwenden, lag 
die Tatsache zugrunde, dass vor allem aktivierte T-Zellen sensitiv für CD95L-
vermittelte Apoptose wurden, während nicht aktivierte T-Zellen eher eine 
Resistenz gegenüber CD95L aufwiesen. Unter Anwendung gemischter 
Lymphozytenkulturen zur allogenen Stimulation wurde untersucht, ob CD95L 
exprimierende Zellen in diesen Kultursystemen effizient Apoptose induzieren 
können. Dafür erfolgte die Apoptoseinduktion durch lentiviral CD95L 
transduzierte B-Zell-Linien oder Fibroblasten entweder simultan zur – oder 
sequentiell nach – allogener Aktivierung der T-Zellen. 
Es konnte gezeigt werden, dass sowohl allospezifische Proliferation als auch 
Zytotoxizität nach simultaner Aktivierung und Apoptoseinduktion durch die 
CD95L exprimierende B-Zell-Linie C1R-A1-CD95L vollständig inhibiert waren. 
Da diese Zell-Linie ausschließlich HLA-A1 spezifisch stimuliert – und Apoptose 
induziert, wurde hierdurch zwar die Effektivität der Apoptoseinduktion 
demonstriert, ohne jedoch klinisch praktikabel zu sein.       
Im nächsten Schritt wurde für eine potentielle klinische Anwendung ein 
sequentielles Kultursystem entwickelt, in dem eine EBV-transformierte B-Zell-
Linie zur allogenen Stimulation verwendet und nachfolgend Apoptose durch 
CD95L-exprimierende Zellen induziert wurde. Auch in diesem System zeigten 
wir eine effektive Inhibition der Immunantwort: in vitro war keine residuale 
Alloreaktivität mehr nachweisbar. Der Vorteil des sequentiellen Kultursystems 
liegt in der universellen Einsetzbarkeit einer CD95L-exprimierenden Zell-Linie 
für die Depletion individueller, HLA-spezifisch stimulierter T-Zellen.  
Da CD4+CD25+FoxP3+ regulatorische T-Zellen (Treg) für die Unterdrückung 
alloreaktiver Immunreaktionen und GvHD (Graft-versus-host-disease) nach 
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SCT von großer Bedeutung sind, wurde außerdem deren Präsenz und Funktion 
nach erfolgter Apoptoseinduktion analysiert. 
Sowohl im simultanen als auch im sequentiellen Kultursystem blieben 
funktionelle CD4+CD25+FoxP3+ Treg erhalten. Treg, die hier durch eine 
mäßiggradige CD25 Expression charakterisiert waren, erwiesen sich als 
resistent gegenüber CD95L vermittelter Apoptose und wurden in den Kulturen 
mit C1R-A1-CD95L sogar angereichert. Interessanterweise ging die Expression 
des Transkriptionsfaktors FoxP3, welcher für die Funktion von Treg essentiell ist, 
nicht konstant mit einer suppressorischen Wirkung einher. Erstmalig wurde 
Funktion und FoxP3-Expression nach Apoptoseinduktion untersucht und somit 
sichergestellt, dass es sich bei der residualen CD4+CD25+ Population 
tatsächlich um regulatorische T-Zellen handelte. Außerdem deuten unsere 
Ergebnisse auf eine antigenspezifische Funktion der erhaltenen Treg, was für 
eine klinische Anwendung von Bedeutung ist, da sonst das Risiko einer 
generellen Immunsuppression bestünde. 
 
Im Rahmen der Dissertation wurde eine Methode zur Depletion alloreaktiver T-
Zellen mittels CD95L exprimierender B-Zell-Linien entwickelt, ohne dass 
regulatorische T-Zellen von der Apoptoseinduktion betroffen waren. Die 
Kombination aus selektiver Apoptoseinduktion allogen stimulierter T-Zellen und 
Suppression residualer Alloreaktivität durch Treg führte zu einer maximalen 




V   SUMMARY 
Within the project as presented in this thesis, depletion of alloreactive human T-
cells by CD95L-expressing cells was examined, aiming at transfer of donor-
lymphocyte-infusions after allogenetic stem-cell-transplantation (SCT). 
Specifically after HLA-haploidentical SCT with highly purified stem cells, 
application of donor-lymphocytes could reduce the required time for immune-
reconstitution of donor-derived T-cells.  
Using a mixed-lymphocyte-culture system for stimulation of HLA-alloreactive T-
cells, the approach of CD95L expressing cells as stimulator cells for 
allodepletion was based on the fact that stimulated T-cells are highly sensitive 
towards CD95L-mediated apoptosis, while unstimulated T-cells are rather 
resistant.  It was investigated, whether stimulation by CD95L-expressing cells 
could result in efficient apoptosis in simultaneous or sequential culture systems. 
To this extent, induction of apoptosis by lentivirally transducted CD95L-
expressing B-cell-lines or fibroblasts was carried out either simultaneously to – 
or sequentially after – allogeneic activation of T-cells.  
It was demonstrated, that allospecific proliferation and cytotoxicity after 
simultaneous activation and induction of apoptosis were completely abolished 
by the CD95L-expressing B-cell-line C1R-A1-CD95L. Although we could 
demonstrate high effectivity of allodepletion, this system was not of clinical 
practicability because of solely HLA-A1 specific stimulation and apoptosis-
induction by C1R-A1-CD95L.  
As a next step, a sequential culture system was developed for potential clinical 
use: an EBV-transformed B-cell-line was used for HLA-specific, allogeneic 
stimulation and apoptosis was induced in a second step by CD95L-expressing 
cells. In this system, we demonstrated effective inhibition of allogenetic 
immunoreactions after sequential activation and induction of apoptosis by 
CD95L: residual alloreactivitiy was abrogated.  The advantage of this sequential 
culture system is the universal applicability of a CD95L-expressing cell-line for 
depletion of individually, HLA-specific allogeneic stimulated T-cells - thereby 
clinical applicability is given in principle.  
CD4+CD25+FoxP3+ regulatory T-cells (Treg) have been proven of great 
importance for prevention and amelioration of alloreactive immune reactions 
and Graft-versus-host-Disease after SCT. Therefore, presence and function of 
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Treg was examined after stimulation and induction of apoptosis by CD95L-
expressing cells. 
In both culture systems, simultaneous and sequential, functional 
CD4+CD25+FoxP3+ Treg were preserved. Treg with intermediate CD25 
expression were resistant towards CD95L mediated apoptosis and even 
enriched after culture with C1R-A1-CD95L. Interestingly, expression of the 
transcription factor FoxP3 did not necessarily correlate with suppressive 
function. Function of Treg and expression of FoxP3 was examined after 
induction of apoptosis for the first time.  It was proven that indeed residual 
CD4+CD25+ cells were regulatory T-cells, and, furthermore,  our results 
indicate antigen-specific function of residual Treg. This is of great importance for 
potential clinical use to prevent the risk of an otherwise general immune-
suppressive function  by Treg. 
 
In summary, the work presented in this thesis provides a method for effective 
depletion of alloreactive T-cells without affecting regulatory T-cells by using a 
CD95L-expressing B-cell-line. The combination of selective induction of 
apoptosis in stimulated, HLA-alloreactive T-cells and suppression of residual 
alloreactivity by Treg resulted in a highly efficient system and opens promising 












AB, AK   Antibody, Antikörper 
AICD    Aktivierungs-Induzierter-Zelltod 
AV     Annexin V 
BC     Buffy Coat 
BSA    Bovine Serum Albumin 
CB     Cord-Blood, Nabelschnurblut 
CD  Cluster of Differentiation, Oberflächenantigene (Marker) auf 
Leukozyten, welche die immunphänotypische Differenzierung 
der Zellen erlauben. 
CD3    T-Zell-Marker 
CD8+ T-Zellen  i.A. cytotoxische T-Zellen  
CD4+ T-Zellen  i.A. T-Helfer-Zellen 
CD25  α-Kette des Interleukin-2-Rezeptors, wird von 
regulatorischen und von aktivierten T-Zellen exprimiert 
CD34    Stammzell-Marker 
CD56    NK-Zell-Marker 
CD95  = APO1= Fas; Rezeptor, der nach Bindung an den Liganden 
die Zelltod-Signalkaskade auslöst 
CD95L    CD95 Ligand = APO1L= FasL; bindet an CD95 
cDNA    komplementäre DNA  
CMV    Cytomegalie-Virus 
cpm    counts per minute 
DC     Dendritische Zellen, dendritic cells 
dH2O    destilliertes Wasser 
DISC  Death-Inducing-Signalling-Complex, Todesinduzierender 
Signalkomplex 
DKFZ    Deutsches Krebsforschungszentrum 
DLI     Donor-Lymphozyten-Infusion 
DMSO    Dimethylsulfoxid 
DMEM    Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
EBV    Ebstein-Barr-Virus 
ELISA    Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
FACS    Fluorescence Activated Cell Sorting 
Fab-Fragment  antikörperbindendes Fragment (antigen binding Fragment) 
von Immunglobulinen 
Fc-Fragment  kristallisierbares (konstantes) Fragment (Fragment 
cristallizable) von Immunglobulinen 
FCS    Fetal Calf Serum, Fötales Kälberserum 
FITC    Fluoresceinisothiocyanat 
FSC    Forward Scatter, Vorwärts-Lichtstreuung 
G-CSF    Granulozyten- Colony Stimulating Faktor 
GM-CSF   Granulozyten/Makrophagen- Colony Stimulating Faktor 
GFP    Grün Fluoreszierendes Protein 
gld-Maus   CD95L-defiziente Maus (CD95L-Mutation) 
GvHD    Graft versus Host Disease 
GvL    Graft versus Leukemia 
Gy     Gray, Dosiseinheit der Bestrahlung 
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HLA    Humanes Leukozyten Antigen 
IFN    Interferon 
IgG    Immunglobulin G 
IgM    Immunglobulin M 
IL     Interleukin  
IT     Immunotoxin 
kDa    kiloDalton 
KMT    Knochenmarktransplantation 
LB-Medium  Luria Bertani-Medium 
lpr-Maus   CD95-Rezeptor defiziente Maus (CD95-Mutation) 
mAB, mAK  monoclonal Antibody, monoklonaler Antikörper 
MACS  Magnetic Absorbant Cell Separation, Magnetische 
Zellseparation 
mCD95L   membrangebundener CD95-Ligand 
MHC    Major Histokompatibility Complex 
MLC    Mixed Lymphocyte Culture, Gemischte Lymphozytenkultur  
MNC    Mononuclear Cells, Mononukleäre Zellen  
MPI    Metalloproteinaseinhibitor 
mRNA    messenger RNA, Boten RNA 
MSFI    Mean Shift in Fluorescence Intensity 
NK-Zellen   Natürliche Killer Zellen 
OKT3    anti-CD3 Antikörper 
PBS    Phosphate Buffered Saline 
PBSCT   Periphere Blut-Stammzell-Transplantation 
PCR    Polymerase Chain Reaction, Polymerasekettenreaktion 
PE     Phycoerythrin 
PE-Cy5   Phycoerythrin, gekoppelt an den Cyaninfarbstoff Cy5 
PFA    Paraformaldehyd 
PHA    Phythämagglutinin 
PMA    Phorbol-Myristat-Acetat 
RNA    Ribonukleinsäure 
rpm    rounds per minute, Umdrehungen pro Minute 
RPMI Medium  Roswell Park Memorial Institute Medium 
RT     Raumtemperatur 
RT-PCR   Reverse Transkription Polymerasekettenreaktion 
sCD95L   löslicher (soluble) CD95-Ligand 
SCID  Severe combined immune deficiency, 
Schwerer kombinierter Immundefekt 
SCT    Stemcelltransplantation, Stammzelltransplantation 
SFM    Serumfreies Medium 
SSC    Side Scatter, Seitwärts-Lichtstreuung 
TCR    T-Zell Rezeptor 
Th-1/ Th-2   T-Helfer Zellen vom Typ 1 bzw. 2 
Tc-1/ Tc-2   cytotoxische T-Zellen vom Typ 1 bzw. 2 
TGF    Transforming Growth Factor 
TNF    Tumornekrosefaktor 
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8 ANHANG  
8.1 CD95L Antikörpervergleich 
Zu Beginn der Doktorarbeit standen eine Reihe von Antikörpern für den 
durchflusszytometrischen Nachweis von humanem CD95L zur Verfügung. 
Allerdings stellte die geringe Oberflächenexpression des Liganden auf 
Lymphozyten eine Herausforderung dar, so dass die Ansprüche an CD95L 
Antikörper eine hohe Sensibilität und ausreichende Fluoreszenzintensität 
einschlossen. Zudem wurden Studien, in denen der Nachweis von CD95L eine 
wichtige Rolle spielte, im Nachhinein in Frage gestellt, da die Spezifität der 
verwendeten Antikörper umstritten war (Giordano et al. 1997, Stokes et al. 
1998, Fiedler et al. 1998, Papoff et al 1998). Um dieses Problem zu vermeiden, 
wurden eigene Untersuchungen zur Spezifität der von uns verwendeten 
Antikörper durchgeführt. 
8.1.1 Vergleich der Fluoreszenzintensität verschiedener CD95L Antikörper 
Für den Vergleich von 5 verschiedenen anti-CD95L Antikörpern wurde eine von 
uns etablierte Lymphozyten-Stimulationskultur verwendet. Wie nachfolgend 
(Abschnitt 8.2.1.1.) beschrieben, konnte CD95L reproduzierbar auf 
langzeitstimulierten T-Zellen nachgewiesen werden, die vor dem Nachweis mit 
Ionomycin und Metalloproteinaseinhibitor (MPI – verhindert das Abspalten von 
CD95L von der Zelloberfläche) inkubiert wurden. Die CD95L-Expression ließ 
sich meist durch den Einsatz des Caspaseinhibitors zVAD (inhibiert die 
Apoptose) noch steigern. 
Wie in Abb. 8.1. gezeigt, war die Fluoreszenzintensität des biotinylierten 
Antikörperklon Nok1 deutlich höher als die des unkonjugierten Nok1, welcher 
mit PE-konjugiertem goat-anti-mouse AK nachgewiesen wurde. Der Nachweis 
mit dem unkonjugierten AK-Klon 5G5 war vergleichbar mit unkonjugiertem 
Nok1. Der biotinylierte AK-Klon BR17 erbrachte die stärksten Signale. Mit dem 
FITC-konjugierten Antikörperklon H11 waren größere Schwankungen der 
Nachweisintensitäten bei insgesamt schwachen Signalen verbunden. Auffallend 
war, dass durch H11 vorallem tote Zellen markiert wurden (nicht gezeigt), der 
Einsatz des Caspase- (und damit Apoptose-) Inhibitors zVAD erbrachte folglich 
auch keinen verbesserten Nachweis. Zusammengefasst waren die biotinylierten 







8.1.2 Spezifität der CD95L Antikörper 
Um die Spezifität von CD95L Antikörpern zu untersuchen, verfolgten wir zwei 
Strategien. 
Das chimäre Molekül Fas:Fc, das aus der extrazellulären CD95 Rezeptor 
Domäne und dem Fc Teil von humanem IgG1 besteht, bindet an CD95L und 
blockiert damit den Nachweis des Liganden durch anti-CD95L Antikörper. Nach 
Präinkubation mit Fas:Fc fanden wir einen deutlich reduzierten Nachweis mit 
den biotinylierten AK-Klonen Nok1 und BR17. Durch die insgesamt geringe 
Fluoreszenzintensität der unkonjugierten Antikörper, konnte bei Klon 5G5 und 
Nok1 unkonjugiert nur eine schwache Reduktion des Signals erreicht werden. 
Keinen Einfluss hatte Fas:Fc auf den Nachweis mit H11, wobei auch hier die 
Signale sehr schwach waren (Abb. 8.2 a). 
In einem weiteren Ansatz blockierten wir die Apoptoseinduktion durch 
humanen, löslichen CD95L (sFasL) in Jurkat-Zellen mittels Koinkubation mit 
CD95L-Antikörpern. Diese binden an sFasL und inhibieren somit die 
Apoptoseinduktion. Mit den Antikörperklonen BR17, Nok1 und 5G5 gelang eine 
komplette Inhibition der sFasL-induzierten Apoptose, während H11 keinen 



















plus MPI / zVAD
Abb. 8.1. Vergleich der Floureszenzintensität verschiedener CD95L Antikörper.
Lymphozyten, die über 20 Tage mit PHA stimuliert worden waren, wurden für 20 Stunden mit 
Ionomycin und Metalloproteinaseinhibitor (MPI) inkubiert. Zu einer Hälfte der Ansätze wurde der 
Caspaseinhibitor zVAD hinzugefügt. Der CD95L Nachweis erfolgte zeitgleich mit allen 
Antikörpern. Jeweils 100 000 Zellen wurden pro Ansatz markiert. Gezeigt sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen aus 5 Experimenten.  
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Zusammengefasst fanden wir CD95L Spezifität der Antikörperklone Nok1, 
BR17 und 5G5, während H11 in unseren Experimenten nicht spezifisch für 




















8.2 Etablierung des Nachweises von Oberflächen CD95L in der 
Durchflußzytometrie 
Um den Nachweis von CD95L für spätere Transfektionsexperimente zu 
etablieren, wurde zunächst Expression von CD95L auf aktivierten T-Zellen 
untersucht. Hierzu wurden verschiedene  Stimulationssysteme (immobilisiertes 
OKT3, OKT3/CD28, PHA, Allostimulation, Kurzzeit- und Langzeitstimulationen) 
untersucht und verglichen. 
Der Nachweis des Moleküls erwies sich zunächst als schwierig, zum einen 
bedingt durch die Tatsache, dass CD95L durch Metalloproteinasen von der 
Zelloberfläche abgespalten wird (Kayagaki et al. 1995, Tanaka et al. 1995). 
Durch den Einsatz von Metalloproteinaseinhibitor (MPI), der das Abspalten des 
Moleküls verhindert, konnten die Ergebnisse verbessert werden. Ein zweites 
Abb. 8.2. Spezifität verschiedener CD95L Antikörper. a. Inhibition der Antikörperbindung 
durch FasFc. Der CD95L Nachweis erfolgte an d20 PHA stimulierten T-Zellen, die mit Ionomycin, 
MPI und zVAD inkubiert worden waren. Zur Blockierung der Bindung wurde Fas:Fc nach Anleitung 
des Herstellers verwendet. b. Inhibition sFasL-induzierter Apoptose in Jurkat-Zellen durch 
Koinkubation mit CD95L Antikörpern. Jurkat Zellen wurden mit 500ng/ml sFasL unter gleichzeitiger 
Zugabe von 10µg/ml anti-CD95L-AK bzw. Isotypen-AK über 24 Std inkubiert. Der Apoptosenachweis 
erfolgte mit Annexin und die Berechnung der spezifischen Apoptose unter Berücksichtigung der 
Spontanapoptose wie unter 2.2.12.3. beschrieben. 
Inhibition sFasL induzierter 
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Problem stellte der Zellverlust durch auto- und parakrine Apoptose nach 
Induktion von Oberflächen-CD95L dar. Die Verwendung des Caspase-Inhibitors 
z-VAD in Kombination mit MPI führte durch die Herabsetzung der Apoptoserate 
zu einer deutlichen Verbesserung des Nachweises. 
Die insgesamt geringe Expression von CD95L auf aktivierten T-Zellen konnte 
durch erneute Stimulation mit PMA/Ionomycin nach der Primärstimulation mit 
PHA oder OKT3/CD28 gesteigert werden. Da CD4 jedoch nach PMA-
Stimulation internalisiert wird (Bigby et al., 1990), war CD95L auf diesen Zellen 
durchflusszytometrisch nicht zuverlässig nachweisbar (nicht gezeigt).  Durch 
den Einsatz von Ionomycin ohne PMA, wurde dieses Problem umgangen. 
 
Zu Beginn unserer Experimente galt der Nachweis von CD95L durch 
Westernblotting als Standardmethode und wir konnten mit dieser Methode das 
Molekül in stimulierten Lymphozyten nachweisen (nicht gezeigt).  
Neben der intrazellulären Speicherung von CD95L in Vesikeln ist sowohl eine 
membrangebunden (mCD95L) als auch (nach Abspaltung von der 
Zelloberfläche) eine lösliche Form (sCD95L) des Moleküls nachgewiesen (Suda 
et al., 1993; Kayagaki et al., 1995; Tanaka et al., 1995, 1996, 1998; Albanese et 
al., 1998; Bossi und Griffiths, 1999; Martinez-Lorenzo et al., 1999). 
Die höchste Effektivität der Apoptoseinduktion ist für die membrangebundene, 
an der Zelloberfläche exprimierte Form von CD95L beschrieben (Suda et al., 
1997, Tanaka et al., 1998).  Da der Westernblot keine Differenzierung zwischen 
intrazellulären und membrangebundenem CD95L zulässt, wurde zur Analyse 
von mCD95L die Durchflusszytometrie eingesetzt.  
Der Nachweis von CD95L gelang schließlich reproduzierbar in Langzeit-
Stimulationskulturen mit PHA, OKT3/CD28 oder allogener Stimulation und 
anschließender Restimulation für 24h mit Ionomycin. Die stärksten Signale 
wurden mit biotinylierten Antikörpern (Klone Nok1 und BR17) durch die 
Verstärkung mit Streptavidin-PE erreicht. Hierbei war zwar keine klare 
Population abgrenzbar, aber eine deutliche Fluoreszenzverschiebung (Mean 
Shift in Fluorescence Intensity, MSFI) gegeben. Der MSFI der CD95L-
Expression auf CD8+ war zwischen 1,5 - 4 mal höher als auf CD4+. Die 
Ergebnisse sind repräsentativ für alle Stimulationskulturen mit OKT3/CD28 in 





































CD95L Oberflächenexpression stimulierter Zellen. MNC wurden mit OKT3/CD28 für 19 Tage 
bzw. wie angegeben (Abb. d) stimuliert. Die Restimulation mit Ionomycin erfolgte unter Zugabe 
von Metalloproteinaseinhibitor (MPI) und dem Caspaseinhibitor z-VAD für 24h. Die Detektion von 
CD95L erfolgte mit den biotinylierten Antikörperklonen Nok1 und BR17 wie in den Graphiken 
angegeben. a. Lebendgate Viable Zellen wurden anhand ihrer Eigenschaften in Größe 
(Forwardscatter) und Granularität (Sidescatter) eingegrenzt. b. CD95L-Expression auf viablen 
Zellen (Lebendgate). c. Darstellung von CD95L auf CD4+ Zellen. Nach Gegenfärbung mit anti-
CD4 konnte CD95L im CD4+ -Gate  nachgewiesen werden. 
d. CD95L Expressionskinetik CD4+ und CD8+ Zellen. Der Nachweis von CD95L erfolgte nach 
Färbung mit Klon Nok1 in Gegenfärbung mit CD4 und CD8 zu den angegebenen Zeitpunkten. 
Die Fluoreszenzverschiebung, MSFI wurde folgendermaßen berechnet: 
                                   
mittlere Fluoreszenzintensität AK (Nok1/BR17) 











Nok1: 55% (MSFI=7,9) 
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